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Introduzione: Il calcium sensing receptor (CaSR) è un recettore a sette domini 
transmembrana, un dominio extracellulare e una coda citoplasmatica, accoppiato a 
proteine G, con un ruolo importante nel mantenimento dell’omeostasi del calcio. È 
in grado di sentire variazioni della concentrazione di calcio extracellulare ([Ca2+]o) e 
di attivare una complessa via di segnalazione che porta ad aumento dei livelli di 
inositolo-1,4,5-trifosfato e di calcio a livello intracellulare, all’attivazione della 
protein kinasi C e della cascata delle MAPK,  per la cui l’attivazione è necessaria 
l’interazione del CaSR con la proteina scaffold Filamina A (FLNA). Proprio 
all’interno della regione di legame con la Filamina A cade il polimorfismo della coda 
del recettore Arg990Gly, che induce un guadagno di funzione nell’attività del 
recettore, una maggiore sensibilità al calciomimetico R-568 ed una differente 
propagazione del segnale rispetto al CaSR WT. Inoltre entrambe le proteine sono 
coinvolte nei tumori delle paratiroidi ed è stato dimostrato che il CaSR è down-
regolato in questi tumori. 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è confermare l’ipotesi che il CaSR wild-type e 
polimorfico R990G seguano due differenti vie di trasduzione del segnale e di 
valutare il coinvolgimento della FLNA in questo processo. Inoltre è stata anche 
investigata l’interazione CaSR-FLNA in adenomi e carcinomi della paratiroide.  
Materiali e Metodi: la FLNA è stata silenziata con uno specifico Short interfering 
RNA in cellule HEK-293 contemporaneamente trasfettate con il CaSR WT o 
polimorfico. L’attività del recettore è stata valutata misurando l’attività di ERK 1/2 
tramite Western blot. L’espressione della FLNA e del CaSR sono state valutate con 
tecniche di immunofluorescenza in cellule embrionali renali in coltura HEK-293 e 
con tecniche di immunofluorescenza e immunoistochimica in adenomi e carcinomi 
della paratiroide. I livelli di mRNA di CaSR e FLNA sono stati misurati con Real-
Time PCR in cellule HEK-293 e in 30 adenomi della paratiroide; gli stessi campioni 
di adenomi paratiroidei sono stati genotipizzati per lo SNP R990G utilizzando la 
tecnica Taqman genotyping assay.  
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Risultati: i dati Western Blot hanno mostrato una diminuzione sia dell’espressione 
che dell’attività di entrambe le forme recettoriali (CaSR WT e CaSR R990G) in 
assenza di FLNA. I risultati di Real-Time su cellule HEK-293 mostrano una 
diminuzione dell’espressione dell’mRNA sia del CaSR WT (0.55±0.23 vs 1.56± 
0.80, p-value=0.07) che CaSR R990G (0.51±0.37 vs 1.82±1.43, p-value=0.41) in 
assenza di FLNA, rispetto al controllo. La presenza del calciomimetico R-568 
sembrerebbe mascherare le differenze in assenza di FLNA, mantenendo il 
guadagno di funzione del CaSR R990G. Il CaSR e la FLNA risultano entrambi 
down-regolati nei tumori delle paratiroidi. L’immunoistochimica di adenomi e 
carcinomi della paratiroide ha mostrato una diminuzione dell’espressione della 
FLNA correlata al grado di malignità tumorale. Inoltre la correlazione tra i livelli di 
mRNA del CaSR e della FLNA e l’allele minore dello SNP R990G in 30 adenomi 
ha mostrato un aumento significativo dell’espressione dell’mRNA sia del CaSR 
(n=28 AA, 1.07±0.97; n=2 AG, 3.39±1.16, p-value=0.003) che della FLNA (n=28 
AA, 0.14±0.08; n=2 AG, 3.35±0.09, p-value=0.002) in presenza del genotipo 
eterozigote AG.  
Conclusione: Questo studio ci ha permesso di dimostrare che la FLNA è 
necessaria per l’attivazione del pathway di ERK1/2 attivato sia dal CaSR WT che 
polimorfico. Si può quindi ipotizzare che il guadagno di funzione del CaSR R990G 
possa essere dovuto all’interazione più stabile con la FLNA indotta dal 
polimorfismo non conservativo nella regione di legame con la FLNA. Inoltre 
possiamo concludere che l’interazione tra CaSR e FLNA è importante anche nei 
tumori paratiroidei, in cui abbiamo  dimostrato una correlazione positiva 
dell’espressione delle due proteine, entrambe down-regolate nei tumori. La 
correlazione dell’espressione dell’mRNA di FLNA e CaSR con il polimorfismo 
R990G ha mostrato un aumento dei livelli di espressione di entrambe le proteine in 
presenza della variante polimorfica, lasciandoci ipotizzare un ruolo protettivo nei 







Background: Calcium sensing receptor (CaSR) is a seven-transmembrane 
domains G-protein coupled receptor, with a large extracellular domain and a 
intracellular tail. It is important for maintaining the calcium steady state. In fact, it is 
able to detect variations in the extracellular calcium concentration ([Ca2+]o) and to 
activate a complex signal transduction pathway that causes increase of intracellular 
levels of inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) and calcium, activation of PKC and of 
MAPK cascade. The MAPK activation requires CaSR interaction with the scaffold 
protein Filamin A (FLNA). Just inside the binding region with the FLNA there is a 
polymorphism of the receptor tail, R990G, that induces a gain of function in the 
activity of the receptor, increasing the sensitivity to the calcimimetic R-568 and 
inducing different signal propagation compared to the WT CaSR. Moreover, both 
CaSR and FLNA are involved in tumors of the parathyroid glands and it has been 
demonstrated that CaSR activity is down-regulated in these tumors. 
The aim of this thesis is to confirm the hypothesis that the wild-type and 
polymorphic CaSR follow two different signal transduction pathways and to 
investigate the involvement of FLNA in this process. Therefore, we investigate the 
interaction CaSR-FLNA in parathyroid adenomas and carcinomas. 
Materials and Methods: FLNA was silenced with a Short interfering RNA in renal 
embryonic HEK-293 cells transfected with WT or polymorphic CaSR. The CaSR 
activity was assessed by measuring the activity of ERK 1/2 by Western blot. The 
expression of FLNA and CaSR were evaluated by immunofluorescence in HEK-
293 cells and by immunofluorescence and immunohistochemistry in parathyroid 
adenomas and carcinomas. CaSR and FLNA mRNA levels were measured with 
Real-Time PCR in HEK-293 cells and in 30 parathyroid adenomas; parathyroid 
adenomas of the same samples were genotyped for the SNP R990G using the 
technique Taqman genotyping assay. 
Results: Western Blot data showed a decrease of expression and activity in both 
forms of the receptor (WT CaSR and R990G CaSR) in the absence of FLNA. Real-
Time results of HEK-293 cells show a decrease of mRNA expression in both WT 
CaSR (0.55±0.23 vs 1.56± 0.80, p-value=0.07) that R990G CaSR (0.51±0.37 vs 
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1.82±1.43, p-value=0.41) in the absence of FLNA compared to the control. The 
presence of the calcimimetic R-568 seems to mask the differences in the absence 
of FLNA, keeping the gain of function of R990G CaSR. The CaSR and FLNA 
resulted down-regulated in parathyroid glands tumors. Immunohistochemistry of 
parathyroid adenomas and carcinomas showed a decrease of FLNA expression 
related to the degree of tumor malignancy. Furthermore, the correlation between 
CaSR and FLNA mRNA levels and R990G SNP in 30 adenomas showed a 
significant rise of mRNA expression of both CaSR type (n=28 AA, 1.07±0.97; n=2 
AG, 3.39±1.16, p-value=0.003) and FLNA (n=28 AA, 0.14±0.08; n=2 AG, 
3.35±0.09, p-value=0.002) in the presence of the heterozygous genotype AG. 
Conclusion: this study has allowed us to show that FLNA is required for the 
CaSR-inducted stimulation of ERK1/2 activity, both in WT CaSR and R990G 
CaSR. So we could hypothesize that the gain of function of the CaSR R990G could 
be due to a stronger interaction with FLNA, induced by non-conservative 
polymorphism in the binding region for FLNA. Furthermore, we can conclude that 
the CaSR and FLNA interaction is also crucial in parathyroid tumors, in which we 
demonstrated a positive correlation of two proteins expression, both down-
regulated in tumors. The correlation of FLNA and CaSR mRNA expression with 
R990G polymorphism showed the increase of both proteins expression in the 
presence of the polymorphic variant, suggesting a protective role in the parathyroid 











ClCN5=canale del Cloro 5; NPT2=Cotrasportatore Na+/Pi dipendente tipo II; 
PCLN1=Paracellina 1; VDR=Recettore Vitamina D; PTH= Paratormone; CaSR= 
Calcium Sensing Receptor; FLNA= Filamina A; Ca2+=Calcio; PO4-=Fosfato; 
GPCR=Recettore accoppiato a proteine G; mGluR=Recettore metabotropico del 
neurotrasmettitore glutammato; VR=Recettore vomeronasale; GABA=acido γ 
amminobutirrico; UTR=untranslator region; SP1= Specificity Protein 1; IL-1b= 
interleuchina 1b; VDRE=Elementi del recettore della vitamina D; 
DNA=acidodesossiribonucleico; NF-kB=Fattore Nucleare k delle cellule B attivate; 
ECD=Dominio extracellulare; Stat1= Segnale di trasduzione ed attivatore della 
trascrizione 1; TMD=Dominio Transmembrana; HEK=Human Embrionic Kidney 
Cell; VFTD=Venus Fly Trap Domain; PKC=fosfochinasi C; PKA=Fosfochinasi A; 
PLC=Fosfolipasi C; PLD=Fosfolipasi D; IP3=Inositolo trifosfato; 
DAG=Diacilglicerolo; PIP2=Fosfatidil-inositolo bifosfato; AA=Acido arachidonico; PI-
4k=Fosfatidil inositolo 4 chinasi; MAPK=Mitogen Activated Protein Kinase; 
cAMP=Adenosina monofosfato ciclica; ERK=Extracellular signal regulated kinase; 
Mg2+=Magnesio; Zn2+=Zinco; Mn2+= Manganesio; Co2+=Cobalto; Fe2+=Ferro; 
Ni2+=Nichel; Pb2+=Piombo; K+=Potassio; Cl-=Cloro; Na+=Sodio; NaCl=Cloruro di 
Sodio; Pi=Fosfato; NKCC2=Cotrasportatore Cloro-Sodio-Potassio; 
CLDN16=Claudina16; CLDN14=Claudina14; FHH=Ipercalcemia Ipocalciuria 
Familiare; NSHPT=Iperparatiroidismo severo neonatale; PHPT= iperparatiroidismo 
primario; SHPT=Iperparatiroidismo secondario; ADH=Ipocalcemia autosomica 
dominante; SNP=Polimorfismo di singolo nucleotide; RNA=acido ribonucleico; 
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     1. INTRODUZIONE 
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1.1 Il Calcium-sensing receptor 
Già nel 1991 si affacciava l’idea dell’esistenza di una molecola in grado di 
percepire le variazioni di calcio extracellulare nelle ghiandole della paratiroide e di 
attivare una serie di risposte cellulari attraverso delle proteine G (1). Nel 1993 è 
stato clonato per la prima volta da cellule paratiroidee bovine un recettore sensibile 
al calcio accoppiato a Proteine G, chiamato Calcium Sensing Receptor (CaSR) (2). 
Poco dopo, lo stesso recettore è stato identificato anche nelle paratiroidi e nel rene 
umano (3,4). Una serie di studi successivi hanno dimostrato che il recettore ha 
un’ampia distribuzione tra le specie: lo troviamo in uccelli, rettili, anfibi e mammiferi. 
Inoltre sembra avere un’origine ancestrale: lo si ritrova infatti con un’alta omologia 
in organismi come i pesci dove il recettore può essere utile non solo nel mantenere 
l’omeostasi del calcio, ma anche per l’orientamento tra le correnti saline del mare, 
essendo presente in organi olfattivi, come l’organo vomero-nasale nel pesce palla 
(5). Il recettore, infatti, è in grado di percepire non solo variazioni del calcio 
extracellulare, ma anche cambiamenti nella concentrazione salina (6). 
Il CaSR fa parte della superfamiglia dei recettori accoppiati a proteine G (GPCRs), 
in particolare della famiglia C, a sua volta formata da 3 sottogruppi di recettori: al 
gruppo I appartiene il recettore metabotropico del neurotrasmettitore glutammato 
(mGluR), espresso nel sistema nervoso centrale, con un’alta omologia per il CaSR; 
il gruppo II comprende il CaSR e il recettore vomero-nasale (VR), espresso 
nell’organo vomeronasale anche dei ratti, atto alla percezione dei feromoni; nel 
gruppo III, infine, ritroviamo la sottofamiglia dei recettori per i neurotrasmettitori 
GABA. Questi recettori hanno un’alta omologia nella struttura proteica costituita da 
3 domini: una regione extracellulare (ECD) che contiene il sito di riconoscimento 
per i rispettivi ligandi, un dominio transmembrana formato da 7 eliche idrofobiche e 
un’estremità C-terminale intracellulare che, attraverso il legame con le proteine G, 
porta all’attivazione della loro cascata di segnalazione. La conservazione lungo 
l’evoluzione della struttura dei recettori e la loro distribuzione in tante specie dà 




1.2 Struttura del gene 
Il gene umano del CaSR è localizzato sul braccio lungo del cromosoma 3 (3q21-
q24) (9,10), è costituito da 102 Kb, di cui circa 5 Kb sono codificanti e formano 7 
esoni: la regione codificante per il dominio extracellulare si estende dall’esone 2 al 
5’ dell’esone 7, mentre il resto dell’esone 7 codifica per i domini transmembrana e 
C-terminale. L’esone 1 e l’estremità 3’ dell’esone 7 sono regioni non tradotte (figura 
1). 
 
Figura 1. Rappresentazione schematica della struttura del gene del CaSR. Il gene umano 
del CaSR si espande per 102 Kb di DNA genomico ed è organizzato in 7 esoni, la cui 
dimensione è indicata in basso, e da 6 introni. La regione codificante per il dominio ECD si 
estende dall’esone 2 al 5’ dell’esone 7 (regioni indicate in nero), mentre il resto dell’esone 7 
codifica per il dominio TMD e Cterminale (regione tratteggiata). L’esone 1 e l’estremità 3’ 
dell’esone 7 sono regioni non tradotte (regioni bianche). La figura è stata modificata da 
Pearce SHS et al, J Clin Inv 1995 (11). 
La regione regolatrice del gene presenta due promotori: quello più a monte ha una 
struttura più classica con le TATA e CAAT boxes, quello a valle è ricco di basi CG 
ma non ha la TATA box. Il motivo della presenza di due diverse regioni regolatrici 
non è ancora ben chiaro, ma potrebbe essere attribuito ad una trascrizione tessuto 
specifica o stimolo specifica (12). Entrambi i promotori contengono regioni 
regolatrici specifiche: sono presenti elementi responsivi alla vitamina D (VDRE), 
che inducono la trascrizione del recettore in presenza di 1,25-(OH)2D3 e regioni 
riconosciute da NFkB, attivate dalla citochina IL-1β . Questo spiega come anche la 
trascrizione del gene sia finemente regolata nel quadro generale dell’omeostasi del 
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calcio (13,14). Sono note anche delle varianti di splicing a carico del gene del CaSR. 
Una dà origine ad un’inserzione di 30 nucleotidi (quindi 10 aminoacidi) nella 
regione ECD, che però non sembra avere effetti sull’attività del recettore (7). 
Un’altra variante di splicing produce un recettore tronco non funzionante, che 
potrebbe interferire con l’attività normale del recettore (15). Eventi di splicing 
alternativo dovuti a mutazioni, che causano la perdita di un esone, sono noti in 
diverse patologie (16,17).  Le mutazioni rare e le variazioni polimorfiche note a carico 
del gene sono molte: si tratta sia di variazioni nelle regioni codificanti che 
provocano o no cambi aminoacidici, sia di variazioni nelle regioni regolatrici.  
Le mutazioni danno spesso origine a malattie rare a carattere ereditario, i 
polimorfismi possono essere invece coinvolti nell’insorgenza di patologie 
complesse (i polimorfismi più frequenti sono A986S, R990G e Q10011E, a livello 
della coda citoplasmatica del recettore: l’argomento verrà meglio approfondito 
successivamente). 
1.3 Struttura della proteina 
Il recettore maturo è costituito da 1078 aminoacidi (aa) che formano i 3 domini 
funzionali: l’ampio dominio N-terminale (612 aa), localizzato nella porzione 
extracellulare (extracellular domain, ECD), sede del sito di legame per il calcio; il 
dominio transmembrana (TMD), costituito da 7 eliche idrofobiche (250 aa), che 
àncora il recettore alla membrana, ed il dominio C-terminale, nel versante 
citoplasmatico (216 aa), responsabile della trasmissione del segnale (3) (Figura 2). 
L’analisi diretta di sequenziamento del ECD ha rivelato la presenza di un peptide-
segnale di 19 aminoacidi in posizione N-terminale che dirige il polipeptide nascente 
nel reticolo endoplasmatico (ER) e che viene successivamente rimosso durante la 
maturazione della proteina.  Il recettore maturo, isolato da cellule HEK trasfettate 
con il cDNA umano del CaSR, inizia con una tirosina alla posizione aminoacidica 
20 (18). Sulla superficie cellulare la proteina funziona in forma dimerica. I monomeri 
sono connessi attraverso interazioni covalenti e non covalenti. Le analisi dei 
western blot del CaSR hanno confermato la presenza di una banda di circa 120 
kDa che corrisponde al monomero non glicosilato, di una banda di 140 kDa che 
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corrisponde al monomero glicosilato immaturo ed una banda di 160 kDa che 
corrisponde alla forma matura dello stato di glicosilazione (19,20). Un’ulteriore banda 
a circa 250 kDa mostra la forma dimerica del recettore (21). 
Figura 2. Struttura proteica del CaSR. Il recettore funziona come dimero e ogni elemento 
del dimero è costituito da un ECD (sito di legame del calcio), un TMD e un dominio C-
terminale. 
Il CaSR subisce una prima N-glicosilazione nel reticolo endoplasmatico (forma 
immatura da 140 kDa), viene poi trasportato all’apparato di Golgi dove subisce la 
glicosilazione definitiva (forma matura da 160 kDa), per poi essere trasportato sulla 
superficie cellulare. L’interazione del CaSR con le proteine RAMPS (receptor 
activity modifyng proteins), una famiglia di proteine in grado di influenzare traffico 
intracellulare, glicosilazione, specificità di ligandi e produzione di secondi 
messaggeri in diversi recettori, sembra essere fondamentale per l’uscita dal 
reticolo endoplasmatico (22). Esperimenti di mutagenesi sito-diretta hanno 
dimostrato che 8 sono i 10 siti che vengono efficientemente glicosilati (asparagine 
in posizione 90, 130, 261, 287, 446, 468, 488 e 541) e che l’eliminazione di 4 o 5 di 
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questi siti produce una sostanziale riduzione (50-90%) della presenza del recettore 
sulla membrana e della sua attività (20). La glicosilazione può influenzare diverse 
funzioni in una proteina: folding, stabilità, traffico intracellulare, espressione 
cellulare e secrezione. Per quanto riguarda il CaSR, sembra che l’N-glicosilazione 
sia fondamentale per il traffico intracellulare e per l’esposizione sulla superficie 
cellulare, così come la dimerizzazione (21).  
I dimeri del CaSR si formano già a livello del reticolo endoplasmatico (23) e sono 
legati da ponti di-solfuro, infatti sono presenti ben 20 residui di cisteina (17 nel 
ECD, 1 nel primo e 1 nel secondo loop extracellulare del TMD e 1 nella quinta elica 
TMD); studi recenti hanno mostrato che le cisteine in posizione 129 e 131 sono 
fondamentali per la dimerizzazione (24,25). Per la stabilità del dimero risultano 
altrettanto importanti interazioni non covalenti a carico delle leucine in posizione 
112 e 156, capaci di supplire anche a mutazioni a carico delle due cisteine (26) 
(figura 3). La dimerizzazione è fondamentale per mantenere il recettore nella 
conformazione inattiva. Il dominio extracellulare in forma dimerica assume una 
conformazione a due lobi, chiamata Venus Fly Trap Domain (VFTD), cioè dominio 
ad ali di farfalla, le quali restano aperte quando non c’è il ligando (forma inattiva) e 
si chiudono dopo il contatto con esso (forma attiva) proprio grazie ai cambiamenti 
dei legami tra i due dimeri (27,28). All’interno del VFTD sono state identificate 
sequenze necessarie per il corretto folding del recettore (residui 48-59, loop I del 
primo lobo) e sequenze che controllano il passaggio del recettore nella forma attiva 
dopo il contatto con il ligando (residui 117-137, loop II del primo lobo) (29). I residui 
responsabili del legame con il calcio sono le serine 147 e 170 (30), ma studi di 
cristallografia hanno mostrato che sono coinvolti anche la treonina 138 e il 
glutammato 297 (19). 
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Figura 3. Modello molecolare della struttura dimerica dei domini ECD del CaSR. Ogni 
dominio ECD è costituito da due lobi (LB1 e LB2). Nel primo lobo sono indicati i residui di 
cisteina 129 e 131 (sfere in giallo), responsabili della formazione dei ponti di-solfuro, e i 
residui di leucina 112 e 156 (sfere azzurre), responsabili della formazione di interazioni non 
covalenti. Nel secondo lobo sono indicate le serine 170 (sfere grigie) coinvolte nel legame 
del calcio. In rosa è invece indicato l’ultimo residuo dell’ECD. Figura da Bai M, Cell Calcium, 
2004 (8). 
Il dominio transmembrana ha come funzione principale l’ancoraggio del recettore 
alla membrana, ma riveste un importante ruolo nelle interazioni con i ligandi e i 
trasduttori del segnale a valle, grazie ai tre loop extracellulari da una parte e ai tre 
loop intracellulari dall’altra. I loop esterni EC-2 e 3 sono siti di legame per gli 
agonisti (31,32,33,34) mentre i loop interni IC-1, 2 e 3 sono siti di contatto con le 
proteine G, PKC e PLC, cioè con i primi anelli di contatto della catena di 
segnalazione del CaSR (35,36). La regione C-terminale inizia al residuo leucina 863 
e si estende nel citoplasma per 216 aminoacidi. Questa regione, insieme al peptide 
segnale, è quella meno conservata nelle specie, ma in realtà i primi 83 residui (fino 
al 946) sono risultati fondamentali per la trasduzione del segnale: mutagenesi a 
  8 
carico di alcuni di questi residui risultavano in una mancata risposta al calcio 
esterno (37,38,39). La proteina tronca al residuo 888 non è più in grado di attivare il 
pathway della PKC (40,41). Sono 3 i siti di fosforilazione per PKC a carico della coda 
C-terminale (altri due sono nei loop intracellulari del TMD) e si trovano a livello dei 
residui 888, 895 e 915 (42). Inoltre sono presenti due possibili siti di fosforilazione 
per PKA (Ser899 e Ser900), la cui funzione rimane ancora poco chiara (4,5). La 
coda citoplasmatica del CaSR interagisce direttamente anche con una proteina del 
citoscheletro, la filamina A, coinvolta nell’attivazione delle MAP chinasi nel pathway 
del recettore (43,44) (figura 4). 
 
Figura 3. Funzione dei domini proteici del CaSR. Possiamo distinguere nel dominio 
extracellulare N-terminale (EC-1) 20 residui di cisteina ed i siti  N-glicosilazione; nel  dominio 
transmembrana caratterizzato da 3 loops extracellulari (EC-2,3,4) e da 3 loops intracellulari 
(I-1,2,3) sono visibili 2 siti di fosforilazione per la PKC, infine nel  dominio C-terminale (IC-4) 
possiamo vedere alltri siti di fosforilazione per la PKC ed  un sito di legame per la Filamina 
A. Figura da Chang W, Cell Calcium, 2004 (45). 
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1.4 Meccanismo d’attivazione del CaSR 
Il modello proposto per spiegare l’attivazione del CaSR in seguito ad interazione 
con il calcio, o con altri agonisti, si basa su analisi di cristallografia fatte sul 
recettore mGluR1 (46), che ha elevata omologia con il CaSR. Il modello prevede 
l’esistenza di due stati del recettore: uno stato aperto e inattivo (recettore non 
ligato) e uno stato chiuso e attivo (recettore ligato) (figura 5). Nello stato aperto e 
inattivo i donatori di elettroni del CaSR, quali i gruppi carbossilici di residui acidici 
e/o i gruppi idrossilici di serine e treonine, sono protetti da legami ad idrogeno con 
l’acqua. Quando aumenta la concentrazione di calcio a livello extracellulare, il 
calcio comincia a sostituire le molecole di acqua attorno ai donatori di elettroni. 
Grazie alla sua multivalenza, il calcio è in grado di chelare due o più donatori di 
elettroni in punti diversi del recettore; questo stabilizza la struttura chiusa del 
recettore, che permette l’attivazione del signaling a valle del CaSR (47). Studi di 
mutagenesi hanno permesso di identificare due serine nel dominio extracellulare 
N-terminale del CaSR umano, le serine 147 e 170, che risultano particolarmente 
critiche per l’attivazione del recettore (30) e che sono probabilmente i donatori di 
elettroni che interagiscono con il Ca2+. Anche il pH è in grado di influenzare la 
capacità degli agonisti di attivare il CaSR (48); ciò può essere dovuto al fatto che 
cambiamenti di pH possono produrre cambiamenti conformazionali del recettore 
e/o cambiamenti nell’energia di idratazione di cationi e donatori di elettroni sul 
recettore. Un pH alcalino potenzia la capacità degli agonisti di attivare il CaSR, 
mentre un pH acido ne riduce la capacità attivatoria. Infatti, in un pH alcalino, 
l’aumento di ioni OH-, quindi di cariche negative, potrebbe indebolire i legami ad 
idrogeno tra molecole di acqua e donatori di elettroni, facilitando l’interazione del 
calcio con questi ultimi. Al contrario, in un pH acido, l’aumento di ioni H+, quindi di 





Figura 5. Modello di attivazione del CaSR: nella figura sono riportati i due presunti stati del 
recettore, uno stato aperto e inattivato, dove il recettore non lega il calcio, e uno stato chiuso 
e attivato, in cui il recettore lega il calcio. Sono indicate le serine 147 e 170, che sembrano 
essere particolarmente importanti per il legame con il calcio. 
1.5 Agonisti del CaSR 
Il calcio è il principale agonista del CaSR. A prima vista non sembra essere un 
agonista particolarmente potente, infatti produce la massima attivazione del CaSR 
ad una concentrazione circa 3.5 mM, mentre la [Ca2+] extracellulare in condizioni 
fisiologiche è tipicamente 1.3 mM (7). Il legame del Ca2+ al CaSR è però un 
processo fortemente cooperativo (il coefficiente di Hill è circa 3) (49) e questo rende 
il CaSR sensibile a piccoli incrementi e decrementi (~200 µM) della [Ca2+] 
extracellulare. La configurazione dimerica del recettore può contribuire a questa 
proprietà. Oltre al calcio, altre molecole sono in grado di agire come agonisti e 
attivare il CaSR. Possiamo distinguere due classi di agonisti,  quelli di tipo I e quelli 
di tipo II. Gli agonisti di tipo I sono in grado di attivare il CaSR in assenza di calcio 
extracellulare; di questa classe fanno parte: metalli di e trivalenti come Mg2+, 
Ba2+, Cd2+, Co2+, Fe2+, Ni2+, Pb2+, La3+ e Gd3+ (50), che attivano il CaSR con 
diversa efficacia, per esempio il Mg2+ produce incrementi di [Ca2+]i due/tre volte 
inferiori rispetto a quelli prodotti dal Ca2+ (5);  cationi polivalenti come polilisine e 
poliarginine (51); composti policationici come gli antibiotici aminoglicosidici, tra cui 
neomicina (52,53) gentamicina e tobramicina (54). Gli agonisti di tipo II invece non 
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sono in grado di attivare il CaSR in assenza di calcio extracellulare, ma si 
comportano come modulatori allosterici modificando l’affinità del recettore verso il 
Ca2+; di questa classe fanno parte calciomimetici e calciolitici. I calciomimetici 
aumentano l’affinità del recettore verso il calcio e hanno quindi un’azione attivante. 
Sono calciomimetici naturali le poliamine (spermina, spermidina e putrescina), le 
fenilalchilamine e gli L-aminoacidi, che sono stati poi modificati per produrre 
farmaci che agiscono sul CaSR (calciomimetici di sintesi). Gli aminoacidi, in 
particolare gli aromatici (triptofano, tirosina e fenilalanina), stimolano il recettore sia 
in presenza che in assenza di Ca2+ (55). I calciolitici agiscono invece nel modo 
opposto, determinando riduzione dell’affinità del recettore verso il calcio, e hanno 
quindi un’azione inibente. Il sito di legame per i vari agonisti è diverso; gli agonisti 
di classe I si legano nel dominio ECD, quelli di classe II, poliamine e aminoacidi, si 
legano nell’ECD, mentre gli altri calciomimetici e i calciolitici risultano interagire con 
il CaSR prevalentemente a livello dei domini trans-membrana 6 e 7 (TM6-TM7); 
sembra che i residui particolarmente critici per l’interazione, sia con i calciomimetici 
che con i calciolitici, siano Trp818, Phe821, Glu837, Ile841, mentre ci sono 
evidenze che suggeriscono che i calciolitici interagiscano anche con residui a 
livello del TM3 (Arg680, Phe684, Phe688), il che lascia supporre che i siti 
d’interazione di calciomimetici e calciolitici siano parzialmente sovrapposti ma non 
identici (56,57). Sia i calciomimetici che i calciolitici possono trovare applicazione 
nella pratica clinica di patologie legate al metabolismo del calcio. La 
concentrazione salina (58) e il pH (59) sono inoltre due fattori in grado di modificare 
la funzione del recettore: l’aumento della forza ionica e la riduzione del pH 
riducono la sensibilità del recettore. 
1.6 Pathway di segnalazione del CaSR 
L’aumento della concentrazione di Ca2+ extracellulare, o l’esposizione ad altri 
agonisti del CaSR, si traduce nell’attivazione di un complesso network di 
segnalazione intracellulare (non completamente definito in ogni dettaglio) (figura 6) 
che ha come effetto immediato l’innalzamento dei livelli di calcio intracellulare, 
dovuto sia a rilascio di calcio dagli stores intracellulari (2), sia all’ingresso di calcio 
extracellulare attraverso canali ionici non selettivi (60). Il CaSR, essendo un GPCR, 
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attiva pathway attraverso le G-protein eterotrimeriche e in particolare attraverso le 
Gq/11, Gi e G12/13 (5), ma data l’ampia gamma di G-protein esistenti nel genoma 
umano, gli studi di interazione CaSR-G-protein sono ancora in corso. Il CaSR 
utilizza le diverse G-protein per attivare pathway differenti. I primi fattori attivati 
sono le fosfolipasi C, A2 e D (PLC, PLA2, PLD), enzimi responsabili dell’idrolisi dei 
fosfolipidi di membrana. La PLC, attivata attraverso le Gq/11, idrolizza il fosfatidil-
inositolo bi-fosfato (PIP2) in inositolo tri-fosfato (IP3) e diacil-glicerolo (DAG) (61). 
L’IP3 si lega ai suoi recettori sul reticolo endoplasmatico e porta all’apertura dei 
canali di calcio con conseguente liberazione del Ca2+ contenuto negli stores 
intracellulari.  
 
Figura 6. Rappresentazione schematica della trasduzione del segnale del CaSR. Figura da 
Hofer AM, Nature Rev Mol Cell Biol, 2003 (5). 
È stato dimostrato che buona parte del Ca2+ rilasciato nel citosol viene poi estruso 
dalla cellula attraverso le calcio-ATPasi della membrana plasmatica (PMCAs) 
(62,63). Lo svuotamento degli stores intracellulari provoca la successiva apertura di 
store-operated calcium channels (SOCs), canali della membrana plasmatica, 
selettivi per il calcio, attraverso cui il calcio rientra nella cellula e, grazie ad un’altra 
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pompa ATPasica, la pompa SERCA presente sulla membrana del reticolo 
endoplasmatico, viene di nuovo immagazzinato negli stores intracellulari. È stato 
ipotizzato che l’attivazione di questo pathway di afflusso ed efflusso del calcio 
permetta, attraverso il CaSR, la comunicazione con altre cellule (64,65) e che quindi 
il calcio abbia una putativa funzione di terzo messaggero. Il rilascio di calcio da 
parte di cellule stimolate, infatti, determina un aumento della concentrazione di 
calcio a livello extracellulare sufficiente ad attivare, sempre attraverso il CaSR, le 
cellule adiacenti (64) o a riattivare la stessa cellula stimolata (66). Sono però 
necessarie ulteriori investigazioni per dimostrare che il calcio abbia effettivamente 
questo ruolo (Figura 7).  
 
Figura 7. Il calcio come potenziale terzo messaggero. Questo modello mostra come il calcio 
(cerchi rossi) possa potenzialmente funzionare come terzo messaggero nella stimolazione 
del CaSR di cellule adiacenti o della stessa cellula, funzione mediata dall’esportazione di 
calcio attraverso la calcio-ATPasi PMCA. Figura da Hofer AM, Nature Rev Mol Cell Biol, 
2003 (5). 
L’aumento di calcio intracellulare, insieme alla produzione di DAG, porta 
all’attivazione della protein chinasi C (PKC) (5). Il PIP2 viene riformato ad opera 
della fosfatidil-inositolo 4-chinasi (PI4K) che risulta essere più attiva dopo la 
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stimolazione del CaSR e che sembra interagire con il CaSR attraverso le G12/13 
Rho-dipendenti (67). Sempre attraverso le subunità stimolatorie q-α  delle proteine 
G viene attivata la fosfolipasi A2 (PLA2) che porta alla liberazione, dai fosfolipidi di 
membrana, di acido arachidonico (AA) e dei suoi metaboliti: prostaglandine (PGs) 
nella via delle ciclossigenasi (COX) e idroperossidi (HPETEs) nella via delle 
lipossigenasi (LOX) (68,69). Infine, viene attivata anche la fosfolipasi D (PLD), che 
produce acido fosfatidico (PA), anch’essa attraverso le G12/13 Rho-dipendenti. Il 
CaSR interagisce anche con proteine G inibitorie (Giα), attraverso le quali inibisce 
l’adenilato ciclasi (AC) e determina quindi una riduzione dei livelli di AMP ciclico 
(cAMP) (70). A questo livello della segnalazione sembra dover essere coinvolta la 
PKA, la cui attivazione è cAMP dipendente, ma il cui ruolo nel pathway del CaSR 
risulta poco chiaro. 
Il CaSR è inoltre correlato alla cascata d’attivazione delle mitogen-activated protein 
kinases (MAPKs). La famiglia delle MAPKs include ERK1 e ERK2 (extracellular 
signal-regulated kinase), p38 e JNK (stress-activated cJun N-kinases) (Figura 6). 
Tale cascata viene innescata dall’attivazione della proteina G a basso peso 
molecolare Ras (p21) (71,72) e attraverso fosforilazioni a catena porta all’attivazione 
di ERK, p38 e JNK. Le MAPKs sono serina/treonina chinasi attivate mediante 
duplice fosforilazione su tirosina e su residui adiacenti di serina o treonina e sono 
coinvolte nella regolazione di numerosi processi cellulari (73). È stato dimostrato 
che la stimolazione del CaSR mediante incremento della [Ca2+]o determina 
aumento dell’attività di JNK, e che ciò è mediato da proteine G della classe Gia (74). 
L’attivazione di p38 e JNK sembra essere legata al meccanismo di secrezione del 
paratormone (PTH) (75). Per quanto riguarda ERK, è stato dimostrato che la 
stimolazione del CaSR con Ca2+ extracellulare determina aumento dei livelli di 
fosforilazione di ERK1/2, quindi il CaSR ne promuove l’attivazione. L’attivazione di 
ERK è molto complessa, coinvolge Ras, Gia, Gq/11a, la via PLC-IP3 e PKC (69). 
Sembra inoltre che per l’attivazione della cascata delle MAPKs sia fondamentale 
l’interazione del CaSR con la proteina del citoscheletro filamina-A. Il CaSR risulta 
localizzato prevalentemente a livello delle caveole della membrana plasmatica 
(microdomini della membrana a forma di fiasca, ricchi di molecole coinvolte nella 
trasduzione del segnale), dove la principale proteina presente è la caveolina-1. È 
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stato dimostrato che la filamina-A interagisce direttamente sia con il CaSR (regione 
compresa tra gli aa 907-997 al C-terminale del CaSR, regione compresa tra gli aa 
1566-1875 nella filamina-A) (43) che con la caveolina-1 (76), oltre che con varie 
componenti della cascata delle MAPKs; inoltre il CaSR è incapace di attivare ERK 
in assenza di filamina-A (77).  Sembra quindi che la filamina-A sia in grado di 
mediare l’interazione del CaSR con le MAPK e influenzare l’attivazione della via di 
segnalazione del recettore, anche se l’attivazione della PLC non sembra essere 
influenzata dalla filamina-A (43). 
Un fenomeno successivo all’attivazione del recettore è la comparsa di oscillazioni 
di calcio. Studi sull’attivazione del CaSR, condotti a livello di singola cellula, hanno 
mostrato che piccoli incrementi della concentrazione di calcio extracellulare (0.5 
mM) sono in grado di indurre oscillazioni della concentrazione di calcio 
intracellulare, ovvero continue variazioni della [Ca2+]i, che si presentano come una 
sequenza di picchi che si ripetono ogni 40-50 secondi e si mantengono per 30-40 
minuti (78). Il pattern oscillatorio e la frequenza di oscillazione del calcio 
intracellulare svolgono un ruolo chiave nella trasduzione del segnale, nella 
regolazione della protein chinasi calcio e calmodulina dipendente PKII (79) e di 
PKC (80), nel metabolismo mitocondriale (81) e nell’attività trascrizionale (82,83,84,85); 
ci sono inoltre ipotesi che suggeriscono che questo sia un meccanismo mediante il 
quale il recettore sopporta l’esposizione prolungata ad elevate concentrazioni di 
calcio, prevenendo quindi la sua desensitizzazione. Molti modelli sono stati 
proposti per spiegare il meccanismo di generazione delle oscillazioni, ma tuttora 
non è ancora stato definito con certezza il meccanismo mediante il quale il calcio 
extracellulare evoca l’oscillazione dei livelli di quello intracellulare. Sembra ormai 
certo che il ciclo di calcio dentro e fuori dagli stores intracellulari, mediato da PLC-
IP3, e l’integrità degli stessi stores intracellulari, siano fondamentali per le 
oscillazioni. A sostegno di tale ipotesi c’è il fatto che le oscillazioni di calcio sono 
state osservate non solo per il CaSR ma anche per altri GPCR che attivano il 
pathway PLC-IP3, ma soprattutto il fatto che il trattamento con tapsigargina, un 
inibitore che causa il completo e irreversibile svuotamento degli stores 
intracellulari, arresta il fenomeno oscillatorio (78). Anche PKC sembra essere 
coinvolta nel fenomeno oscillatorio, ma sull’argomento ci sono due teorie 
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nettamente contrapposte. Evidenze sperimentali hanno mostrato che il trattamento 
con inibitori di PKC (GF I e Ro 31-8220) blocca le oscillazioni, mentre l’esposizione 
ad attivatori di PKC (PDBu) riduce la frequenza di oscillazione (86). La teoria più 
accreditata sostiene che l’azione di PKC consista in un meccanismo a feed back 
negativo sul CaSR, mediante fosforilazione in corrispondenza della Thr888, e che 
ciò sia fondamentale per indurre l’oscillazione del calcio intracellulare; a supporto 
di tale ipotesi è il fatto che la mutazione della Thr888 causa il blocco delle 
oscillazioni (86). Allo stesso tempo però sono state proposte teorie che invece 
escludono il coinvolgimento di PKC nelle oscillazioni di calcio, poiché il trattamento 
con inibitori della stessa PKC non ha prodotto nessun effetto sulle oscillazioni, ma 
solo una riduzione dei valori massimi dei picchi in alcuni esperimenti, senza 
influenzare la frequenza oscillatoria (78). Ulteriori indagini saranno necessarie per 
stabilire quale sia l’esatto ruolo di PKC nell’induzione e nel mantenimento delle 
oscillazioni di calcio intracellulare. Attivatori allosterici del CaSR, quali i 
calciomimetici e gli aminoacidi, sono in grado di potenziare la risposta oscillatoria 
derivante dall’attivazione del recettore (87,88). Gli aminoacidi inducono però 
oscillazioni che hanno frequenza minore rispetto a quelle indotte dal calcio e sono 
sensibili ad agenti farmacologici diversi (88); inoltre gli aminoacidi non sono in grado 
di indurre aumento dei livelli di IP3 e DAG. Sembra infatti che le oscillazioni indotte 
dagli aminoacidi siano indipendenti dalla via PLC-IP3 e coinvolgano invece un 
pathway in cui sono richiesti Rho, il C-terminale del recettore, la filamina-A e una 
riorganizzazione del citoscheletro di actina (89). 
L’attivazione del recettore, dipendente dall’agonista, è generalmente seguita 
dall’inizio di un meccanismo regolativo che porta all’attenuazione del segnale e che 
viene definito desensitizzazione funzionale. Si tratta di un meccanismo non 
completamente chiarito che coinvolge chinasi dipendenti da secondi messaggeri 
(PKC e PKA), G-protein coupled receptor kinases (GRKs) e β-arrestine. Evidenze 
sperimentali hanno mostrato che sia PKC che PKA hanno un ruolo inibitorio sul 
signaling del CaSR, infatti l’uso di inibitori di queste chinasi determina incrementi 
dei livelli di IP3 accumulati; sembra però che PKA abbia un ruolo minoritario 
rispetto a PKC (90). PKC viene attivata dall’aumento di calcio intracellulare, mediato 
dalla via PLC-IP3, e dalla produzione di DAG, e si pensa che agisca a feed-back 
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negativo sul CaSR mediante fosforilazione. Il CaSR umano contiene cinque 
potenziali siti di fosforilazione per PKC: due si trovano nei loops intracellulari 
(Thr646 e Ser794) e tre sono invece del dominio intracellulare (Thr888, Ser895 e 
Ser915) (3). Si è osservato che l’attivazione della PKC (in seguito a trattamento con 
attivatori o ad aumento della [Ca2+]o) determina aumento dei livelli di 
fosforilazione del CaSR, soprattutto in corrispondenza della Thr888 (91) che 
sembra essere indispensabile per quest’azione della PKC; infatti è proprio 
attraverso la fosforilazione della Thr888 che PKC blocca l’interazione del C-
terminale del CaSR con le proteine G responsabili della mobilizzazione del calcio 
contenuto negli stores intracellulari (41); inoltre mutazioni a livello della Thr888 sono 
in grado di bloccare l’effetto inibitorio di PKC (40). Sembra che nel dominio 
intracellulare siano inoltre presenti due potenziali siti di fosforilazione per PKA 
(Ser899 e Ser900), con funzione regolativa; è stato ipotizzato che il modesto 
effetto inibitorio prodotto da PKA rispetto alla forte inibizione prodotta da PKC 
dipenda proprio dalla presenza di un numero minore di siti di fosforilazione per 
questa chinasi, ma non è ancora stato dimostrato (90). 
Le G-protein coupled receptor kinases (GRKs) sono una famiglia di serina/treonina 
chinasi che riconoscono e fosforilano in modo specifico recettori attivati da agonisti 
e accoppiati a G-proteine. La famiglia delle GRKs è composta da 7 diverse chinasi 
(GRK1-7): GRK 2,3,5,6 sono ampiamente espresse nei tessuti di mammifero, 
GRKs 1 e 7 si trovano a livello delle cellule del sistema visivo, mentre GRK 4 è 
espressa nel cervello, nel testicolo e nel rene (92,93,94). GRK 2 e 3 sono citosoliche, 
mentre tutte le altre sono associate alla membrana (95). L’azione delle GRKs 
consiste nella fosforilazione di clusters di residui di serine e treonine presenti nel C-
terminale e/o nel terzo loop intracellulare di GPCR attivati da ligando: tale 
fosforilazione permette il reclutamento delle β-arrestine, che mediano il distacco 
del recettore dalla proteina G interagente e indirizzano il recettore stesso 
all’endocitosi, un processo che ne permette la defosforilazione, resensitizzazione e 
il riciclo sulla membrana plasmatica (96,97). La famiglia delle arrestine è costituita da 
4 membri (arrestine 1-4): le arrestine 1 e 2 si trovano a livello delle cellule del 
sistema visivo, mentre le arrestine 3 e 4, meglio conosciute come β-arrestina 1 e 
β-arrestina 2, sono ubiquitariamente espresse (98). GRKs e β-arrestine sono 
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coinvolte nella regolazione di molti recettori accoppiati a proteine G. L’idea che 
anche il CaSR sia soggetto a tale regolazione nasce da osservazioni sperimentali 
che hanno dimostrato l’espressione di GRKs e β-arrestine in paratiroidi umane e 
corteccia renale, tessuti in cui il CaSR è fortemente espresso, ma che soprattutto 
hanno evidenziato come l’overespressione di tali molecole fosse in grado di ridurre 
l’attività del CaSR (99). Sembra che GRK 2, 3 e 4 siano quelle maggiormente 
coinvolte nella desensitizzazione del CaSR; in particolare per GRK2 è stato 
ipotizzato un meccanismo inibitorio indipendente sia dalla fosforilazione del 
recettore che dall’associazione delle β-arrestine, che si basa invece 
sull’interazione diretta di GRK2 con le G-proteine (prevalentemente con le Gq) che 
riduce così l’interazione del CaSR con quest’ultime  (100). È stato dimostrato che il 
C-terminale del CaSR interagisce sia con la β-arrestina 1 che con la β-arrestina 2; 
inoltre si è osservato che la stimolazione con calcio determina traslocazione delle 
β-arrestine a livello del CaSR (99). Evidenze sperimentali mostrano che il CaSR è 
continuamente endocitato e riciclato sulla membrana plasmatica e ci sono 
meccanismi che invece ne promuovono la degradazione; poiché i livelli proteici del 
CaSR rimangono pressoché costanti, deve esserci un equilibrio tra sintesi e 
degradazione del recettore (101). 
1.7 Espressione tissutale del CaSR 
I) Paratiroide 
La paratiroide è l’organo bersaglio principale dell’azione del CaSR ed è il tessuto in 
cui il CaSR è espresso più abbondantemente. Un largo numero di studi ha 
chiaramente dimostrato il ruolo centrale del CaSR nella regolazione della 
secrezione di paratormone (PTH) (1). L’aumento del calcio extracellulare viene 
sentito dal CaSR presente sulla membrana plasmatica delle paratiroidi, il recettore 
stimolato attiva il pathway di segnalazione del IP3 con aumento della [Ca2+]i ed  
inibizione della secrezione di PTH (Figura 8). Non è noto se il meccanismo 
d’inibizione agisca sull’espressione genica bloccando la produzione del PTH o se 
blocchi la secrezione dell’ormone già formato contenuto nei granuli secretori (102). 
La diminuzione del livello circolante di PTH porta ad aumento dell’escrezione di 
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calcio, riduzione dell’assorbimento intestinale e minore liberazione di calcio dalle 
riserve ossee (103). Il CaSR modula anche la proliferazione delle cellule 
paratiroidee, riducendola in presenza di elevato calcio extracellulare, infatti, in casi 
di mutazioni inattivanti il recettore, spesso si verificano fenomeni di iperplasia 
ghiandolare (104). 
 
Figura 8. Ruolo dal CaSR nella secrezione e sintesi del PTH a livello della cellula 
paratiroidea. Il CaSR media l’inibizione della sintesi e secrezione del PTH prodotta 
dall’incremento della calcemia. 
II) Tiroide 
Un certo livello di espressione del CaSR si trova anche nella tiroide, anche se il 
ruolo nello stimolare la produzione di calcitonina non sembra così centrale, come 
per il PTH nelle paratiroidi. La secrezione di calcitonina da parte delle cellule C 
della tiroide è modulata dalla concentrazione di calcio nel sangue: con un 
meccanismo opposto a quello del PTH, un incremento dei livelli sopra la norma 
porta alla liberazione di calcitonina. A livello cellulare si verificano per lo più grossi 
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influssi cellulari attraverso canali voltaggio-dipendenti, ma è stata dimostrata la 
presenza del CaSR su queste cellule (105), anche se non tutti gli antagonisti del 
CaSR attivi nelle paratiroidi agiscono sulla secrezione di calcitonina, per esempio il 
Mg2+ sembra non avere alcun effetto (106). Il modello proposto è che il CaSR, 
attivato dall’aumento di calcio extracellulare, attivi dei canali Na+-Ca2+ attraverso 
la via PLC-DAG-PKC. I canali porterebbero all’entrata di Na+ e Ca2+, producendo 
una depolarizzazione cellulare che attiverebbe i canali Ca2+ voltaggio dipendenti. 
L’aumento di [Ca2+]i porterebbe ad incremento della secrezione di calcitonina (107) 
(Figura 9).  
 
Figura 9. Ruolo dal CaSR nella secrezione di calcitonina a livello della cellula paratiroidea. 
La stimolazione del CaSR da parte del calcio extracellulare determina l’apertura di un 







Cambiamenti nei valori di Ca2+ plasmatici alterano molti aspetti della funzionalità 
renale (108). Studi immunoistochimici usando anticorpi anti-CaSR hanno dimostrato 
che il CaSR è distribuito lungo tutto il nefrone e la polarizzazione appare specifica 
nei vari segmenti del tubulo (109). Il recettore ha una posizione luminale nel tubulo 
prossimale e nel dotto collettore mentre ha una posizione basolaterale nel tratto 
ascendente spesso dell’ansa di Henle e nel tubulo distale. Questa localizzazione 
suggerisce che il CaSR può rilevare cambiamenti di concentrazione sia nello 
spazio urinario che nell’interstizio plasmatico, con funzioni diverse che sono state 
caratterizzate in ogni singolo segmento tubulare.  
Nel tubulo prossimale il CaSR è localizzato sulla membrana apicale dell’epitelio 
tubulare dove è coinvolto nel riassorbimento dei fosfati (Pi) mediato dal PTH. Il 
PTH inibisce il riassorbimento prossimale dei Pi diminuendo, con un meccanismo 
cAMP-mediato, l’esposizione dei cotrasportatori del Na+ e Pi (NPT2) sulla 
membrana luminale dei tubulociti. La stimolazione del CaSR causa una 
diminuzione del livelli cellulari di cAMP intracellulari, con un conseguente aumento 
di esposizione dei cotrasportatori che riassorbono il Pi sulla membrana plasmatica 
(110). Il CaSR può inoltre produrre un effetto antifosfaturico attraverso la riduzione 
del PTH circolante. Il tubulo prossimale è anche la sede della sintesi di vitamina D 
[1,25(OH)2D3], indotta dal PTH. In caso di elevazione dei livelli plasmatici del Ca2+ 
il recettore inibisce la sintesi e la secrezione di PTH e di conseguenza anche di 
vitamina D (111) (Figura 10a).  
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Figura 10a. Ruolo fisiologico del CaSR a livello del tubulo prossimale. La sua attivazione 
determina un aumento dell’espressione del trasportatore del fosfato (NPT2) cAMP-
dipendente sulla membrana apicale del tubulocita che determinerà un maggiore 
riassorbimento di fosfato ed un effetto antifosfaturico finale. 
L’ansa di Henle è il tratto renale in cui il CaSR è espresso più abbondantemente.  
E’ localizzato sulla membrana baso-laterale, dove controlla il riassorbimento dei 
minerali bivalenti (Ca2+, Mg2+), che avviene per lo più per via paracellulare grazie 
al gradiente elettrico dovuto al voltaggio positivo del tubulo. Il cotrasporto Na+-K+-
2Cl- (NKCC2) riassorbe Na+, K+ e Cl- dal tubulo, gli ioni Na+ e Cl- escono poi 
attraverso la membrana basolaterale grazie al canale per il Cl- e alla pompa Na+-
K+-ATPasica. Il K+ viene riciclato anche grazie ai canali K+ (ROMK) posti sulla 
membrana apicale del tubulocita, permettendone la fuoriuscita. Questo fa sì che 
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sia garantito un eccesso di cariche positive nel lume e quindi che Ca2+ e Mg2+ 
passino dal lume tubulare all’interstizio per riassorbimento passivo. Eventuali 
aumenti nel calcio extracellulare plasmatico attivano il recettore sulla membrana 
basolaterale che, attraverso la via della PLA2 e dei metaboliti dell’acido 
arachidonico (20-HETE), inibisce il canale K+ (112), riducendo la positività del lume 
e sfavorendo così il riassorbimento di Na+ e di Ca2+ (Figura 10b).  
 
Figura 10b. Ruolo fisiologico del CaSR a livello dell’ansa di Henle. A questo livello, il CaSR 
opera il riassorbimento dei minerali bivalenti (Ca2+, Mg2+) che avviene per lo più per via 
paracellulare grazie al gradiente elettrico dovuto al voltaggio positivo del tubulo. Gli aumenti 
nel calcio extracellulare attivano il recettore sulla membrana basolaterale che, attraverso la 
via della PLA2 e del 20-HETE inibisce il canale del K+, riducendo la positività del lume e 
sfavorendo il riassorbimento di Ca2+. 
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In aggiunta, recenti studi hanno dimostrato che il Ca2+ ed i suoi agonisti inducono 
traslocazione lisosomiale della claudina-16 (CLDN-16). La CLDN-16 è un 
componente delle giunzioni strette che insieme alla claudina-19 (CLDN-19) forma 
un canale permeabile al Ca2+ e di Mg2+, aumentantando il riassorbimento di questi 
due ioni per via paracellulare (113). L’attivazione del CaSR, impedendo 
l’esposizione della CLDN-16 nelle giunzioni strette, contribuisce alla riduzione del 
riassorbimento di Ca2+ e Mg2+ (114) (Figura 10c). Inoltre, in un recente lavoro, è 
stato dimostrato che il CaSR influenza anche l’espressione della Claudina-14 
(CLDN14) attraverso un meccanismo mediato da microRNA (miRNA). La 
Claudina-14 interagisce con la Claudina-16 bloccando la formazione del canale 
permeabile al calcio e al magnesio e inibendo il riassorbimento di calcio.  
Gong et al. hanno identificato 2 miRNA  (miR-9 e miR-374) in grado di sopprimere 
la traduzione della CLDN14 degradando il suo  mRNA in modo sinergico. Il CaSR 
sembrerebbe downregolare in modo significativo i livelli di espressione dei 2 
miRNA in cellule del tratto ascendente dell’ansa di Henle, provocando un aumento 
dei livelli di espressione di CLDN14 e contribuendo alla riduzione del 








Figura 10c. Ruolo fisiologico del CaSR a livello del tubulo convoluto. L’attivazione del CaSR 
impedisce l’esposizione della CLDN-16 a livello delle giunzioni strette diminuendo il 
riassorbimento paracellulare di Ca2+. 
 
Nel tubulo convoluto distale, il CaSR è espresso sulla membrana basolaterale. In 
questo segmento il gradiente elettrochimico è molto basso ma viene riassorbito il 
15% del Ca2+ totale. In questo caso il Ca2+ viene riassorbito attraverso canali 
specifici (ECaCs) presenti sulla membrana apicale, viene poi trasportato nel 
citoplasma da proteine specifiche per il calcio come le calbindine (116), e estruso 
nell’interstizio dallo scambiatore Na+-Ca2+ e dalla pompa Ca2+-ATPasica (PMCA). 
Sulla PMCA agisce il CaSR con effetto inibitorio in caso di eccesso di Ca2+ 
  26 
interstiziale.  
Infine nel dotto collettore il CaSR si trova nella membrana apicale e va ad attivare 
la pompa idrogenionica con conseguente effetto di acidificazione urinaria (Figura 
10d). Inoltre, in questa sede il CaSR inibisce l’espressione dell’acquaporina 2 sulla 
membrana apicale, dove si localizza sotto lo stimolo dell’ormone anti-diuretico 
vasopressina. La vasopressina favorisce l’espressione dell’acquaporina 2 sulla 
membrana luminale attraverso il signalling intracellulare del cAMP. In questo modo 
la vasopressina controlla il riassorbimento di acqua e la concentrazione delle urine. 
Il CaSR va a bloccare il sistema impedendo la produzione di cAMP, fondamentale 
nella comunicazione tra la vasopressina e le acquaporine; operando così un effetto 
diuretico (117) (Figura 10e). 
 
 
Figura 10d. Ruolo del 
CaSR nel dotto 
collottore. In questa 
sede il CaSR attiva la 
pompa idrogenionica 
ATP-dipendendte con 










Figura 10e. Ruolo 
fisiologico del CaSR a 
livello del tubulo 
collettore. Il CaSR attivato 
inibisce l’espressione 
dell’acquaporina 2 sulla 
membrana apicale, 
interferendo a livello della 
via del cAMP e 










La presenza ed il ruolo del CaSR nelle cellule ossee è stato oggetto di 
controversie. Recenti evidenze supportano l’ipotesi di una sua espressione sia 
negli osteoblasti che negli osteoclasti (Figura 11). Nell’osso il CaSR sembra 
stimolare l’osteoclastogenesi ed alti livelli di calcio (5-20mM) nel fluido 
extracellulare osseo provocano l’apoptosi dell’osteoclasta attraverso l’attivazione 
della PLC e la traslocazione nel nucleo di NF-kB (118). Gli osteoblasti sembrano 
rispondere alle stimolazioni con calcio esterno aumentando la loro proliferazione e 
la chemiotassi in un range di concentrazioni di Ca2+ fino a 5 mmol/l, rispondendo 
così alle esigenze di sintesi ossea. Anche i condrociti sembrano percepire le 
variazioni di calcio esterno e modificare le loro riserve intracellulari di calcio. La 
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cartilagine non è un tessuto che prende parte all’omeostasi del calcio, ma gioca un 
ruolo chiave nella formazione di nuovo tessuto osseo, quindi la capacità di sentire 
la disponibilità di Ca2+ è importante per assicurare una corretta crescita e 
differenziamento della cartilagine in tessuto osseo (119).  
E’ stato recentemente trovato un nuovo sensore del calcio sugli osteoblasti. 
Quest’ultimo appartiene ad una nuova classe di recettori accoppiati alle G proteine, 
chiamato GPRC6, ed è sensibile allo ione in un range di concentrazione tra 5 e 40 
mmol/l. La funzione di questo recettore non è ancora nota anche se le particolari 
caratteristiche funzionali lo rendono particolarmente interessante per l’osso (120,121). 
 
 
Figura 11. Espressione del CaSR a livello del tessuto osseo. L’osteoclasta riceve stimoli in 
senso apoptotico quando la concentrazione dello ione calcio si eleva e il meccanismo 
sembra essere mediato dall’attivazione della PLC e la traslocazione nel nucleo di NF-kB. Il 
recettore del calcio è espresso anche a livello osteoblastico, dove la presenza dello ione e i 
suoi aumenti di concentrazione sembrerebbero indurre uno stimolo alla proliferazione. 
V) Apparato gastro-enterico 
Il CaSR è espresso nelle cellule che tappezzano la cavità gastrica e la sua 
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attivazione da parte dell’aumento di calcio extracellulare provoca secrezione di 
gastrina e quindi aumento dell’acidità gastrica. Il duodeno e in parte il colon 
prossimale sono i siti di maggior riassorbimento di calcio nell’intestino. Questo 
meccanismo opera attravero la calbidina, la pompa per il calcio e lo scambiatore 
Na+-Ca2+, regolati dalla vitamina D [1,25(OH)2D3]. Il CaSR è espresso in entrambi i 
tessuti e potrebbe partecipare anch’esso alla regolazione dell’assorbimento di 
calcio, ma le informazioni al riguardo sono ancora scarse (122,123). La capacità del 
CaSR di essere stimolato anche dagli aminoacidi suggerisce un legame tra il 
metabolismo del calcio e quello delle proteine; cambiamenti nell’apporto dietetico 
di proteine hanno degli effetti sull’escrezione di calcio ed è possibile che il primo 
step di questa regolazione avvenga a livello dell’apparato gastro-intestinale. Inoltre 
il CaSR sembra avere un ruolo anche nella secrezione dei fluidi nel colon e un 
effetto antiproliferativo sull’epitelio intestinale (124). 
VI) Tessuti non coinvolti nell’omeostasi del calcio 
Il CaSR è espresso anche in numerosi tessuti non coinvolti nell’omeostasi del 
calcio, tanto che qualche autore inizia a definire il CaSR un gene ubiquitario (125). Il 
recettore è presente in numerosi compartimenti del sistema nervoso centrale, 
nell’ippocampo, nel cervelletto, nei bulbi olfattivi (126). È stata evidenziata 
l’espressione del CaSR anche nell’epitelio delle lenti oculari (127), in molte cellule 
del midollo osseo (128) e nelle cellule mature del sangue (monociti e piastrine).  
1.8 Il CaSR e l’omeostasi del calcio 
Il calcio è un elemento chiave nell’omeostasi dell’organismo: il calcio intracellulare 
funziona come secondo messaggero e cofattore per molte proteine ed enzimi; il 
calcio extracellulare è cofattore delle molecole di adesione, regola l’eccitabilità dei 
neuroni, è parte essenziale della fase minerale ossea. Non sorprende quindi che i 
livelli di calcio nel nostro organismo siano finemente regolati: un asse calcitonina-
PTH-vitamina D mantiene questo equilibrio finissimo, coordinando l’azione degli 
organi coinvolti nell’omeostasi del calcio: paratiroidi, tiroide, reni, ossa e apparato 
gastro-intestinale. 
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In un essere umano il coefficiente di variazione del calcio plasmatico ionizzato è 
circa del 2%, grazie alla capacità di questi organi di sentire anche minime 
variazioni di calcio ed attivare il meccanismo che le elimini. In caso di riduzione di 
calcio plasmatico (ipocalcemia), si verifica una secrezione di PTH dalle cellule 
paratiroidee che stimola il riassorbimento tubulare di calcio dal rene, il 
riassorbimento osseo e la produzione della forma attiva di vitamina D 
[1,25(OH)2D3] che fa aumentare l’assorbimento intestinale. Al contrario, nel caso in 
cui si verifichi un aumento di calcio (ipercalcemia), la tiroide secerne calcitonina 
che fa scendere i livelli di calcio plasmatici, inibendo il riassorbimento osseo ed 
accelerando l’escrezione di calcio; contemporaneamente la secrezione di PTH 
viene inibita.  
Il recettore non è espresso solo negli organi che sentono le variazioni di calcio e 
secernono gli ormoni calciotropici (paratirodi e tiroide), ma anche negli organi 
bersaglio di questi ormoni (rene, osso, intestino). Nel rene il CaSR regola 
direttamente, come abbiamo visto, l’escrezione di calcio e acqua, come anche 
negli osteoclasti inbisce la loro proliferazione e, al contrario, stimola le funzioni 
degli osteoblasti, portando ad un aumento delle riserve ossee di calcio. Inoltre la 
presenza del recettore nel sistema nervoso centrale, in particolare nell’ipotalamo, 
sede della sensazione di sazietà, è un dato interessante su cui indagare: si 
potrebbe ipotizzare un controllo da parte del cervello dell’assunzione di cibi e 
quindi dell’intake di calcio, in casi di ipercalcemia (7,129,130). 
Il CaSR è coinvolto anche nella regolazione dell’omeostasi del Mg2+, che è un suo 
agonista, anche se con una forza inferiore rispetto al calcio: un aumento di Mg2+ 
inibisce la secrezione di PTH e fa diminuire il riassorbimento renale di Mg2+. Il 
recettore ha anche un controllo indiretto sull’escrezione di Na+, andando ad inibire 
il cotrasporto Na+-K+-2Cl- nell’ansa di Henle, motivo per cui il CaSR è implicato 
anche nella modulazione della pressione arteriosa. Per cui possiamo pensare al 
recettore del calcio come ad uno degli elementi che coordina molti dei sistemi di 
omeostasi del nostro organismo (Na+, Ca2+, Mg2+ e acqua) sotto la stimolazione del 





Figura 12. Schematizzazione dell’azione del CaSR a livello renale per la regolazione 
dell’omeostasi del calcio, del magnesio e dell’acqua. TAL= thick ascending limb. 
1.9 Fisiopatologia del CaSR 
I) Malattie monogeniche 
Appena identificato il gene del CaSR, sono state scoperte varie mutazioni che 
causano patologie con disfunzioni più o meno gravi del sistema di omeostasi del 
calcio. La maggior parte delle mutazioni sono state trovate nel ECD, e quindi 
causano difetti nel legame del ligando, altre nel TMD e nel dominio C-terminale, 
che portano a errori nella segnalazione intracellulare. Le mutazioni possono essere 
inattivanti il recettore, dove si ha una perdita di funzione, o attivanti, dove si verifica 
un’ipersensibilizzazione agli stimoli (16,131,132,133,134). 
Le patologie più frequenti associate a queste mutazioni sono tre: due in cui il 
recettore viene inattivato completamente o parzialmente, l’ipercalcemia 
ipocalciurica familiare (FHH) e l’iperparatirodismo severo neonatale (NSHPT), e 
una in cui è stata rilevata un’iperattivazione del recettore, l’ipocalcemia autosomica 
dominate (ADH) (Figura 13). La FHH è un disordine a carattere autosomico 
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dominante, presente in eterozigosi nei pazienti e dovuta alla perdita di funzione del 
recettore. Le mutazioni hanno un effetto dominante-negativo sull’allele sano, cioè 
le molecole non funzionanti influenzano anche le molecole funzionanti che non 
riescono a sopperire da sole alle funzioni del recettore. La patologia è 
caratterizzata da un’ipercalcemia asintomatica, con una lieve ipermagnesemia, 
livelli normali o quasi di PTH e una scarsa escrezione di calcio. I fenotipi sono 
variabili da un caso all’altro, anche se sostanzialmente la FHH è una patologia 
benigna. Al contrario la NSHPT è una patologia ben più grave che si presenta nei 
primi mesi di vita; è dovuta a mutazioni inattivanti presenti in omozigosi, può 
incorrere nella progenie di soggetti con FHH. I sintomi sono più rilevanti: 
ipercalcemia grave, iperparatiroidismo, iperplasia paratiroidea, demineralizzazione 
ossea con fratture multiple, ipocalciuria, con livelli di PTH anche 10 volte superiori 
alla norma. I soggetti non trattati chirurgicamente con paratiroidectomia hanno 
problemi di sviluppo neurale e vanno incontro alla morte. L’ADH è una malattia 
autosomica dominante, causata da mutazioni del gene CaSR che aumentano il 
livello di sensibilizzazione del recettore: minori concentrazioni di calcio bastano ad 
attivarlo. Si tratta di una patologia che può manifestarsi con diversi gradi di gravità 
e che a causa dei bassi livelli di calcemia può provocare convulsioni, nefrocalcinosi 
e difetti della crescita. I livelli di PTH sono bassi, nelle forme più gravi il PTH è 
indosabile, e l’ipercalciuria è notevole, tanto che quest’ultima è stata proposta 
come criterio di differenza con le altre forme di ipoparatiroidismo (125,135,136). 
Di recente sono state scoperte forme di ipoparatiroidismo acquisito dovute ad 
anticorpi autoimmuni verso il CaSR (137,138). Anticorpi reattivi verso il CaSR sono 
stati però ritrovati anche in pazienti con iperparatiroidismo con un fenotipo simile al 
FHH (139). Questo argomento necessita perciò di ulteriori indagini sia perché il 
meccanismo di legame e riconoscimento anticorpo-recettore rimane da chiarire, sia 
perché non si conosce la reale frequenza degli anticorpi anti-CaSR nelle malattie 







Figura 13. Rappresentazione schematica delle mutazioni inattivanti trovate nei pazienti con 
FHH e/o NSHPT (in giallo ed azzurro), delle mutazioni attivanti trovate nei pazienti con ADH 
(in rosa) e dei polimorfismi (in arancione) del CaSR. Immagine modificata presente sul sito: 
www.casrdb.mcgill.ca 
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II) Malattie complesse  
Le patologie per cui più si indaga sul ruolo del CaSR sono le disfunzioni delle 
paratiroidi: iperparatiroidismo primario e secondario. L’iperparatiroidismo primario 
(PHPT) è un disordine endocrino caratterizzato da un aumentato numero delle 
cellule paratiroidee e da ipersecrezione di PTH, dovute o ad un adenoma delle 
paratiroidi o un’iperplasia della stessa. L’aumento di PTH circolante modifica il 
turnover osseo riducendo la densità ossea, aumenta la produzione di 1,25(OH)2D3 
a livello renale e quindi l’assorbimento intestinale. Molti pazienti iperparatiroidei 
sono a rischio di nefrolitiasi. Normalmente, l’aumento di concentrazione del Ca2+ 
nel fluido extracellulare causa una riduzione della secrezione del PTH con un set-
point (calcemia ionica che produce la concentrazione emimassimale del PTH 
plasmatico) intorno a 1.2 mmol/l. Alla base del PHPT sembrerebbe dunque esserci 
uno spostamento verso destra della curva sigmoide che relaziona PTH e calcemia 
ionica plasmatiche, dimostrando un deficit di sensing del calcio.  
Nonostante questa relazione coinvolga la funzione del CaSR, la ricerca di 
mutazioni somatiche causali a carico del gene CaSR è risultata essere negativa 
(140,141). E’ stata però osservata una ridotta espressione della proteina nelle cellule 
paratiroidee adenomatose. Perciò è stato proposto che gli scarsi livelli di vitamina 
D riscontrabili nell’PHPT potrebbero promuovere, attraverso una downregulation 
del CaSR, la proliferazione cellulare e l’aumento della probabilità di mutazioni 
somatiche. Tali mutazioni potrebbero a loro volta generare lo sviluppo di tumori 
clonali all’interno delle ghiandole paratiroidee (142). Altri studi condotti sulla 
relazione tra la proliferazione cellulare paratiroidea e la funzione del CaSR hanno 
suggerito che il meccanismo possa avvenire tramite la cascata di signalling 
operata dalla Gq, Gi sulla MAPK (mitogen-activated protein kinase) (143).  
L’iperparatiroidismo secondario (SHPT) si sviluppa nel corso di insufficienza renale 
cronica, a seguito di fenomeni tipici di questa condizione quali la ritenzione di 
fosfato con conseguente iperfosforemia,  la riduzione della sintesi di 1,25-(OH)2D3 
e la conseguente ipocalcemia per ridotto assorbimento intestinale di calcio. Molti 
studi hanno riscontrato bassi livelli d’espressione del recettore nelle paratiroidi 
iperplastiche dei pazienti affetti da insufficienza renale cronica. Questo fenomeno 
poteva essere verificato fin dalle prime fasi di riduzione del filtrato glomerulare a 
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conferma del ruolo di controllo del recettore sulla proliferazione cellulare 
paratiroidea (125). Le informazioni a riguardo sono ancora poche e relative 
soprattutto ai tumori intestinali. In linee cellulari di adeno-carcinoma del colon, il 
CaSR appare down-regolato. Sembra però che il livello della down-regolazione sia 
correlato con il grado di differenziazione cellulare, essendo il CaSR più espresso 
nei tessuti neoplastici che mantengono una maggiore differenziazione e meno 
espresso in quelli più indifferenziati (144,145). 
Il ruolo del CaSR nel controllo della proliferazione e del differenziamento cellulare è 
alla base del coinvolgimento del CaSR in alcuni tumori. Inoltre il CaSR entra in 
gioco nella manifestazione delle ipercalcemie paraneoplastiche. Queste insorgono 
a causa della derepressione del gene del PTH-related peptide (proteina con effetti 
simile a quella del PTH, ma normalmente espressa solo nella vita fetale) nelle 
cellule neoplastiche, più frequentemente renali o polmonari. Il CaSR sembra 
regolare la secrezione del PTH-related peptide in funzione della calcemia da parte 
delle cellule neoplastiche (146,147). 
Altre patologie in cui si indaga il coinvolgimento del CaSR sono la calcolosi renale 
(o nefrolitiasi) e l’ipercalciuria primaria. La forma più frequente di nefrolitiasi (80% 
dei casi circa) è la nefrolitiasi idiopatica di calcio (ICN), caratterizzata dalla 
formazione ricorrente di calcoli, a livello renale, composti da cristalli inorganici 
(ossalati, carbonati e fosfati di calcio) amalgamati con proteine. Quando la 
concentrazione di questi soluti è eccessiva, essi precipitano sottoforma di cristalli 
nel fluido urinario e formano macro-aggregati che restano nel tratto urinario e 
originano i calcoli. La ICN è una patologia tipica delle società con standard socio-
economici elevati e colpisce circa il 10% della popolazione (148,149). Predominano i 
pazienti maschi, le donne sono circa il 30%, ma dopo la sesta decade di vita la 
differenza si annulla. Alla base dell’insorgenza della ICN ci sono sia fattori 
ambientali, tra cui i più rilevanti sono sicuramente la dieta e l’apporto di acqua (150), 
che fattori genetici a trasmissione non Mendeliana (151,152). Una storia famigliare 
positiva è un forte fattore di rischio per l’insorgenza di ICN (153,154,155,156) e la 
formazione di calcoli sembra essere un processo poligenico. La patogenesi della 
ICN è associata a specifiche alterazioni metaboliche, come ipercalciuria, 
iperuricusuria, ipocitraturia e iperossaluria. L’ipercalciuria primaria risulta 
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fortemente correlata alla nefrolitiasi di calcio (40-50%), all’ipertensione (35%) e 
all’osteoporosi (20%) (157,158,159,160,161). È un’alterazione del metabolismo del calcio 
definita come l’elevata escrezione urinaria di calcio in presenza di valori normali di 
calcio a livello plasmatico. Si presenta con i tratti tipici di una malattia complessa a 
carattere ereditario, influenzata anche da determinanti ambientali, principalmente 
dietetici. È stata definita come una malattia a trasmissione autosomica dominante, 
ma in realtà, nella maggior parte dei casi, si ha una trasmissione ereditaria di tipo 
poligenico.  
1.10 Il CaSR come target farmacologico: il CaSR e i 
calciomimetici 
Il ruolo centrale del CaSR nell’omeostasi del calcio lo rende un target per terapie 
farmacologiche mirate alla cura di patologie legate al metabolismo del calcio. I 
farmaci che sono stati sviluppati derivano dalle fenilalchil-amine, agonisti di tipo II 
del recettore, che si legano al TMD e funzionano in presenza di calcio esterno. I 
calciomimetici attivano il recettore, diminuendo la EC50 (concentrazione di ligando 
a cui si raggiunge la metà della risposta massima) per il calcio e determinando una 
maggior liberazione di calcio intracellulare. Sono state sintetizzate diverse 
molecole con queste caratteristiche: i calciomimetici di prima generazione, R-568 e 
R-467, sono stati poi sostituiti da quelli di seconda generazione, più tollerabili per 
l’uomo, come AMG 073, noto anche come CinacalcetTM (162,163) (figura 14).  
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Figura 14. Struttura dei calciomimetici di prima generazione R-568 (oggetto di studio in 
questo lavoro) e R-467, e del calciomimetico di seconda generazione Cinacalcet. Figura da 
Nemeth EF, Cell Calcium, 2004 (164). 
Attualmente in sperimentazione si trova anche il calciomimetico di ultimissima 
generazione AMG 641, già testato su ratti uremici (165) e attualmente usato nel 
nostro laboratorio per test in vitro su cellule HEK-293 trasfettate con il gene del 
CaSR, che sembra essere ancora più efficace dei precedenti calciomimetici 
sintetizzati. 
L’utilizzo di questi composti sopprime la secrezione di PTH in modo dose 
dipendente e quindi abbassa il livello di calcio circolante. La loro efficacia è stata 
dimostrata in trials clinici su PHPT e SHPT; questi trials sono stati completati e il 
farmaco è stato approvato per l’utilizzo su soggetti uremici con SHPT e su soggetti 
con cancro della paratiroide (125,166).  
I calciolitici, al contrario, si comportano come modificatori allosterici che, 
aumentando la EC50 per il calcio, funzionano come inibitori del recettore. Un 
esempio è dato dal calciolitico 2143, capace di stimolare la produzione di PTH. 
Studi fatti su culture cellulari e animali hanno confermato l’effetto di questo farmaco 
sul PTH. Inoltre in ratti osteoporotici si è visto un recupero di trabecole ossee dopo 
il trattamento con questo calciolitico. Questo effetto antiosteoporotico sarebbe 
forse mediato dall’attivazione della secrezione pulsatile del PTH da parte del 
calciolitico. La secrezione pulsatile del PTH ha infatti dimostrato un effetto 
anabolico sull’osso, mentre effetto catabolico avrebbe invece la secrezione 
continua del PTH come nell’iperparatiroidismo (167,168). Questi dati fanno pensare 
ad un possibile utilizzo dei farmaci calciolitici nell’osteoporosi (169).  
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In questi ultimi anni stanno iniziando anche studi di farmaco-genomica il cui scopo 
è verificare se l’azione dei calciomimetici e dei calciolitici possa essere diversa in 
base al profilo genico dei soggetti, e quindi se la risposta al trattamento possa 
essere prevedibile in base al genotipo del CaSR del soggetto trattato (170).  
1.11 I polimorfismi del CaSR 
A carico del recettore esistono polimorfismi che potrebbero alterare la sua funzione 
e contribuire all’insorgenza di patologie complesse. I polimorfismi più frequenti si 
trovano nel dominio C-terminale del recettore e inducono un cambio aminoacidico 
non conservativo: Ala986Ser, Gln1011Glu e Arg990Gly. Questi SNPs sono stati 
identificati per la prima volta da Heath in soggetti affetti da ipercalcemia 
ipocalciurica famigliare (134). In particolare il polimorfismo Ala986Ser è dato da una 
sostituzione nucleotidica in prima base al codone 986 da GCC a TCC 
(c.2956G>T), che causa il cambio aminoacidico da alanina a serina. Nelle diverse 
casistiche la variante polimorfica ha una frequenza di circa il 30-40% (171) e sembra 
avere un’azione inattivante sul recettore, infatti è stata trovata associata ad un 
aumento della calcemia (172,173). È presente in numerosi casi di PHPT (174,175) e ci 
sono dati sull’associazione con la massa minerale ossea (176). 
Il polimorfismo Gln1011Glu sostituisce la glutamina con il glutammato modificando 
il codone 1011 da CAG a GAG (c.3031C>G). È lo SNP meno frequente, presente 
solo nel 6-10% dei soggetti analizzati. Sul suo ruolo funzionale ancora poco è noto, 
è stata riscontrata una associazione con livelli elevati di calcemia, seppur nei limiti 
di norma. Potrebbe perciò provocare l’inattivazione della funzione recettoriale. Una 
associazione con l’ipertensione è stata descritta in soggetti di origine afro-
americana (177). Infine, il polimorfismo Arg990Gly porta alla sostituzione di 
un’arginina con una glicina dovuta al cambio del codone 990 da AGG a GGG 
(c.2968A>G) (Figura 15). La frequenza di questo polimorfismo nella popolazione 
caucasica è del 8-10%. Questo SNP mostra un effetto attivante sulla funzione del 
recettore con il conseguente aumento dell’escrezione di calcio. Negli studi condotti 
su una popolazione sana i livelli di calcio plasmatico sono risultati inferiori nei 
soggetti portatori della variante 990Gly, pur avendo valori normali di PTH (173). 
Pazienti caucasici con PHPT mostrano valori di PTH inferiori in associazione con 
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l’allele 990Gly (178) e in particolare, in uno studio condotto su una popolazione 
italiana con PHPT, il polimorfismo 990Gly aumenta il rischio di sviluppare 
nefrolitiasi calcica. In uno studio su una popolazione giapponese, dove la 
frequenza del polimorfismo è invertita (l’allele minore risulta essere 990Arg), nei 
soggetti con PHPT l’allele 990Gly era associato ad un livello di PTH inferiore 
rispetto al 990Arg (179); lo stesso risultato è stato ottenuto nei nipponici con HPT 
secondario (180). Questi dati confermano l’azione attivante del polimorfismo 
sull’attività del recettore.  Inoltre studi di popolazione mostrano un’associazione del 
gene CaSR con il fenotipo ipercalciurico ed evidenziano l’associazione tra 
l’escrezione di calcio e il polimorfismo Arg990Gly (181). In particolare è stato 
condotto uno studio caso-controllo su 231 soggetti con nefrolitiasi di calcio, 
suddivisi in 134 ipercalciurici e 97 normocalciurici confrontati con 101 soggetti sani 
normocalciurici. La frequenza dell’allele 990Gly è risultata significativamente 
aumentata nei soggetti calcolotici ipercalciurici sia confrontata con i soggetti sani di 
controllo che con i soggetti calcolotici normocalciurici (9.7% vs 1% and 2.1%). Il 
rischio relativo di essere ipercalciurico risultava significativamente più alto nei 
soggetti portatori della variante allelica 990Gly (OR (odd ratio) 13, 95% CI 
(confidence interval) 1.7-99.4) (181). Tuttavia l’associazione tra lo SNP R990G e 
l’ipercalciuria risulta essere indipendente dalla calcolosi. Infatti in un secondo 
studio condotto su un gruppo di 243 donne non calcolotiche, suddivise in 
ipercalciuriche e normocalciuriche, la frequenza dell’allele 990Gly è risultata 
predominante nei soggetti ipercalciurici rispetto a quelli normocalciurici (182).  
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Figura 15. La predizione della struttura secondaria del CaSR è ottenuta con il tool 
bioinformatico PSIPRED. L’immagine mostra la regione molecolare intorno al codone 990. 
Un’α-elica tra i codoni 984 e 997 viene interrotta dalla sostituzione dell’arginina (pannello A) 
con la glicina (pannello B). Legenda della figura: Conf = confidence of prediction; Pred = 
predicted secondary structure (H = helix; C = coil; E = strand); AA = target aminoacid 
sequence. La confidenza di predizione con questo metodo è tra il 50 e il 75%. 
1.12 Studio funzionale del polimorfismo R990G 
Studi funzionali in vitro hanno dimostrato una gain-of-function del recettore CaSR 
polimorfico R990G. Cloni stabili delle cellule HEK-293 (human embryonic kidney 
cells) sono stati ottenuti per il gene CaSR wild-type e i suoi polimorfismi esonici 
A986S, R990G e Q1011E (HEK-wt, HEK-986S, HEK-990G, HEK-1011E). Dopo 
stimolazioni con crescenti concentrazioni di calcio extracellulare (CaCl2), in queste 
linee cellulari è stata misurata la variazione della concentrazione di calcio 
intracellulare, mediante Fura-2/AM, marcatore fluorescente calcio-specifico, e 
calcolata la concentrazione di CaCl2 a cui si raggiunge la metà della risposta 
massimale (EC50 di CaCl2). Le cellule HEK-990G mostrano incrementi della [Ca2+]i 
maggiori rispetto alle cellule HEK-wt e agli altri due polimorfismi: la quantità di 
CaCl2 necessaria per dare la stessa variazione di [Ca2+]i è inferiore per le cellule 
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HEK-990G rispetto alle altre (EC50: HEK-990G=2.69±0.11 mM [n=19] vs HEK-
wt=4.49±0.28 mM [n=12], HEK-986S=4.28±0.25 mM [n=11], HEK-
1011E=4.04±0.25 [n=9]; p=0.0001, Sheffè test). Le cellule trasfettate con i 
polimorfismi A986S e Q1011E hanno valori di EC50 del tutto sovrapponibili alle 
cellule wild-type, mentre le cellule trasfettate con il gene polimorfico al codone 990 
(HEK-990G) hanno dimostrato una maggior sensibilità alle variazioni di calcio 
rispetto a quelle esprimenti il recettore wild-type e gli altri due polimorfismi della 
coda. I valori di EC50 registrati per le cellule HEK-990G suggeriscono un guadagno 
di funzione del recettore (182). In un successivo studio è stato valutato l’effetto 
calciomimetico R-568, modulatore allosterico positivo del CaSR, sull’attività del 
recettore polimorfico R990G. L’azione del R-568 consiste nell’aumentare l’affinità 
del recettore verso il calcio extracellulare (riduce la EC50 per il calcio) e non è in 
grado di attivare il CaSR in assenza di calcio. Cellule Hek-293 stabilmente 
trasfettate con il recettore wild type (HEK-wt) e polimorfico (HEK-990G) sono state 
stimolate con crescenti concentrazioni di calcio extracellulare (CaCl2) in presenza e 
assenza di diverse concentrazioni di calciomimetico R-568. Le variazioni della 
[Ca2+]i sono state misurate sia su popolazione cellulare intera che a livello di 
singola cellula. Nel primo caso le cellule HEK-990G sono risultate più sensibili alle 
stimolazioni con CaCl2 in presenza di concentrazioni di R-568 inferiori a 0.1 µM, 
mostrando un aumento dellla concentrazione di calcio intracellulare e una EC50 
inferiore rispetto alle cellule HEK-wt. La somministrazione di concentrazioni 
superiori di calciomimetico annulla le differenze riscontrate nei due tipi cellulari 
(183). Sembra inoltre che l’ R-568 agisca positivamente anche sul pathway 
oscillatorio del calcio, in quanto aumenta le oscillazioni della [Ca2+]i (87). Sono stai 
riscontrati 2 differenti di patterns oscillatori: 1) oscillazioni transitorie, con picchi che 
tornano al basale e 2) oscillazioni sinusoidali, con piccoli picchi che non tornano 
mai al basale. Entrambi i modelli possono verificarsi nella stessa cellula in risposta 
a stimoli differenti o a cambiamenti nella concentrazione dell’agonista ed è stato 
ipotizzato che possano essere coinvolti in  differenti vie di segnalazione. 
I risultati ottenuti negli esperimenti in singola cellula sono in accordo con i 
precedenti condotti su intera popolazione cellulare. L’effetto sensibilizzante del 
calciomimetico è stato osservato in entrambi i tipi cellulari, ed è dose dipendente, 
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infatti all’aumentare della concentrazione di R-568 aumenta la sensibilità verso il 
calcio extracellulare. Per quanto riguarda l’attivazione del pathway oscillatorio della 
[Ca2+]i, questi esperimenti confermano l’azione del calciomimetico R-568 come 
potenziatore delle oscillazioni. Infatti, l’aggiunta del calciomimetico porta a una 
precoce attivazione delle oscillazioni in entrambi i tipi cellulari, in misura maggiore 
per il recettore polimorfico. La percentuale di cellule HEK-990G oscillanti in 
presenza di R-568 0.01 µM è più alta rispetto alla percentuale di cellule HEK-wt, 
mentre la differenza si annulla aumentando la concentrazione di calciomimetico. 
Ciò conferma che il polimorfismo al codone 990 promuove una differente risposta 
al calciomimetico R-568.  
Allo scopo di valutare se quest’ultimo segua una diversa via di segnalazione 
nell’attivazione e nel mantenimento delle oscillazioni della [Ca2+]i, è stata valutata 
la risposta al [Ca2+]o in presenza di inibitori o attivatori delle componenti della via di 
segnalazione del CaSR, in particolare di quelle che risultano coinvolte 
nell’attivazione del pathway di afflusso ed efflusso di calcio e che determinano le 
oscillazioni della [Ca2+]i. Un risultato interessante è stato ottenuto utilizzando 
l’attivatore e l’inibitore della  protein kinasi C (PKC): PDBu e Ro 31-8220 (Figura 
16). L’attivazione della PKC blocca l’oscillazione in entrambi i tipi cellulari, mentre 
la sua inibizione produce effetti solo nelle cellule HEK-wt, in cui riduce l’oscillazione 
della [Ca2+]i. Questi dati lasciano presupporre che la forma wild-type del recettore e 
il polimorfismo Arg990Gly non utilizzino la stessa via di segnalazione per indurre le 
oscillazioni di calcio intracellulare e che ciò avvenga in modo PKC-dipendente per 





Figura 16: Variazioni temporali della [Ca2+]i nelle diverse popolazioni cellulari in seguito a 
stimolazione con concentrazioni crescenti di calcio extracellulare (CaCl2 1, 2 e 4 mM, le 
frecce rosse indicano il momento di aggiunta di CaCl2) in presenza di inibitori o attivatori 
delle componenti della via di segnalazione del CaSR. La freccia gialla indica la posizione in 
cui, nei controlli, si osservavano oscillazioni della concentrazione di calcio intracellulare. I 
tracciati sono rappresentativi di 3 esperimenti analoghi per ogni tipo cellulare e trattamento, 
qui riportati come: HEK-wt (pannello A) ed HEK-990G (pannello C) per il trattamento con Ro 
31-8220 1.25 µM (inibitore della PKC); HEK-wt (pannello B) ed HEK-990G (pannello D) per 
il trattamento con PDBu 100 nM (attivatore di PKC). Ogni linea rappresenta il 




Infine è stato riscontrato che la stimolazione con CaCl2 e R-568 causa un 
incremento della fosforilazione di p44//42 extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) con un valore di Ca-EC50 significativamente più basso nelle HEK-990G 
(Tabella 1). E’ stato dimostrato che il pathway di ERK è conivolto nella 
modulazione della secrezione del paratormone (PTH) in cellule paratiroidee (184).  
L’attivazione del pathway delle MAPK mediata dal CaSR richiede l’interazione del 
recettore con una proteina scaffold del citoscheletro, la Filamina A.  La filamina A 
interagisce con la porzione carbossi-terminale del CaSR a livello dei residui 907-
997 (43;44) proprio all’interno di questa regione cade il polimorfismo R990G. Tale 
interazione sembrerebbe stabilizzare il CaSR e attenuare la sua degradazione, 
facilitando il signaling delle MAPK (185). 
 
      
Tabella 1: Effetto del calciomimetico R568 sull’attivazione di p44/42 ERK nelle cellule HEK-



















       
 
 
    2. SCOPO DELLA TESI 
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2.1 Obiettivo dello studio 
Lo scopo di questo lavoro di tesi è quello di confermare l’ipotesi che il CaSR wild-
type e polimorfico Arg990Gly seguano due differenti vie di trasduzione del segnale 
e di investigare il coinvolgimento della Filamina A in questo processo. Per 
raggiungere questo obiettivo, verrà valutata l’interazione tra Filamina A e CaSR e 
l’effetto del polimorfismo su questa interazione. In particolare, sarà valutato se 
l’assenza di Filamina A porti ad un cambiamento nell’attivazione di ERK mediata 
dal CaSR e se venga mantenuto il guadagno di funzione del recettore polimorfico. 
Inoltre verrà indagato il ruolo della Filamina A nella risposta delle due forme 
recettoriali alle stimolazioni con calcio extracellulare in presenza del calciomimetico 
R-568. Lo studio dell’interazione CaSR-Filamina A verrà effettuo anche in tessuti di 
adenoma e carcinoma della paratiroide valutando i livelli di espressione del CaSR 













































3.1 Colture cellulari 
Le cellule Human Embryonic Kidney 293 (HEK-293) (Cell Bank, IST, Genoa, Italy), 
sono state coltivate in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM), 
supplementato con siero fetale bovino (FBS) al 10% e 1% penicillina/streptomicina, 
in condizioni standard (5% CO2, 37o C). 
3.2 Trasfezione transiente  
La trasfezione è stata effettuata in cellule HEK-293 seminate e fatte crescere in 
MW6. In ogni well sono state seminate 100.000 cellule in DMEM 10%. Le cellule 
sono state trasfettate ad una confluenza del 70-90%, con il DNA plasmidico 
contenente l’allele 990Arg (WT) o l’allele 990Gly del gene CaSR. Sono stati 
utilizzati 10 µl di Lipofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, US) e 4µg di DNA 
plasmidico diluiti in terreno OPTIMEM I (Invitrogen). 24h dopo la trasfezione il 
mezzo completo è stato sostituito con il mezzo di starvation (DMEM senza siero e 
con l’1% penicillina/streptomicina). L’espressione e l’attività genica sono state 
analizzate 72h dopo la trasfezione. 
3.3 Silenziamento genico (RNA interference) 
Le cellule HEK-293 cresciute in MW6 (200.000 cellule) in DMEM completo, sono 
state trasfettate ad una confluenza del 70-90 %. Al momento del silenziamento è 
stato cambiato il mezzo completo con DMEM senza siero e senza antibiotico. Sono 
stati utilizzati 500 pmol del siRNA (Stealth RNAi, Invitrogen) specifico per l’mRNA 
della Filamina A (FLNA) e 5 µl Lipofectamine 2000 (Invitrogen) diluiti in OPTIMEM I 
(Invitrogen). Come controllo negativo del silenziamento è stato scelto il medium 
GC duplex stealth RNAi negative control duplex human, secondo le indicazioni del 
produttore (scrambled siRNA) (Invitrogen). Come controllo positivo è stato scelto il 
GAPDH, stealth RNAi positive control duplex human. A 72 ore dalla trasfezione è 
stata valutata l’espressione proteica tramite Western blot e l’espressione 
dell’mRNA tramite real-time. 
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3.4 Western Blot 
Le colture cellulari sono state tripsinizzate e i pellets sono stati lisati con un 
tampone RIPA buffer. I lisati sono stati centrifugati a 15000 rpm per 10 minuti a 
4oC e i surnatanti raccolti e quantificati con il metodo BCA (Pierce), in triplicato, con 
curva di BSA (0, 125, 250, 500, 750, 1000 ng/µL). Le proteine sono state 
denaturate con un tampone denaturante: 7 M Urea, 2 M Thiurea, 65 mM DTT, 5x 
loading buffer per 60 minuti, a temperatura ambiente (RT), dopo 30’ si aggiungeva 
iodoacetammide 130mM. Cinque µg di campioni erano caricati su gel di acrilamide 
all’8% e separati in condizioni denaturanti e poi trasferiti su membrana PVDF a 400 
mA per 2h. Le membrane erano bloccate con latte al 5% in TBST e 
successivamente incubate, O.N. a 4oC, rispettivamente con un anticorpo 
monoclonale di topo anti-Filamina (1:5000) (Abnova) e un anticorpo di topo anti-
CaSR 1:10000 (Affinity Bioreagents). Le membrane erano incubate con anticorpi 
secondari anti-mouse per 2h a RT con una diluizione di 1:5000 per la Filamina A 
(FLNA) e 1:10000 per il CaSR. Le stesse membrane erano incubate con un 
anticorpo primario di topo anti-GAPDH, O.N. a 4oC, 1:5000 (Abnova) e per 2h a RT 
con un anticorpo secondario anti-mouse (1:5000) e di seguito, con un anticorpo 
primario rabbit anti-actina (Sigma) per 2h (1:1000) a RT e con l’anticorpo 
secondario anti-rabbit per 1h 1:5000 a RT. Per la determinazione di Total-Erk e 
Phospho-Erk 1/2, dopo 72h dal silenziamneto le cellule sono state stimolate con 
diverse concentrazioni di CaCl2 (1, 3 e 5mM) a 37 0C per 10 minuti. La reazione è 
stata bloccata in ghiaccio e le cellule sono state staccate e trattate con Riap Buffer 
per l’estrazione proteica (come prima descritto). Sono stati caricati 10 µg di 
proteine su gel di acrilamide all’10%. Per la rilevazione sono stati utilizzati gli 
anticorpi primari rabbit: p44/42 Erk 1/2 e phospho - p44/42 Erk 1/2 (Cell Signaling 
Technology) diluiti 1:1000 e 1:2000, rispettivamente. Le bande proteiche specifiche 
sono state rilevate con SuperSignal West Pico enhanced chemiluminescence 
system (Pierce, Rockford, IL). La quantificazione delle bande ottenute è stata 
effettuata mediante misurazione dell’area delle bande con il software Image J sulle 
immagini densitometriche ottenute dalle lastre. 
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3.5 Quantitative real time PCR 
L’RNA totale è stato estratto da cellule HEK-293 trasfettate con il gene CaSR WT o 
polimorfico e silenziate per la Filamina A, utilizzando il PureLink RNA Mini kit 
(Invitrogen, Carlsbad, CA). L’espressione dell’mRNA del CaSR e della Filamina A 
è stata determinata con quantitative real time PCR su cDNA retrotrascritto da RNA 
totale con il Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI). La real-time 
PCR è stata condotta amplificando 100 ng di cDNA con SYBR Premix Ex Taq 
utilizzando 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Le condizioni 
d’amplificazione sono state: 94°C per 5’, seguita da 40 cicli a 94°C per 30’’, 57°C 
per il gene CaSR, 60° C per il GAPDH (gene housekeeping) e 63 per FLNA per 1’, 
e 55°C per 30’’. I dati di fluorescenza sono stati registrati a 57-60-63°C. Le 
sequenze dei primers utilizzati per l’amplificazione del cDNA del CaSR sono: 
5’ATGCCAAGAAGGGAGAAAGACTCTT 3’ (CaSR Forward) e 5’ 
TCAGGACACTCCACACACTCAAAG 3’ (CaSR Reverse). Le sequenze dei primers 
utilizzati per il gene GAPDH sono: 5’ CTCATGACCACAGTCCATGCCATC 3’ 
(GAPDH Forward) e 5’ CATGCCAGTGAGCTTCCCGTT 3’ (GAPDH Reverse). Le 
sequenze dei primers utilizzati per il gene FLNA sono: 5’ 
CAGTGCTATGGGCCTGGTAT 3’ (FLNA Forward) e 5’ 
CCACTTTGTACATGCCATCG 3’ (FLNA Reverse). L’analisi della melting curve sui 
prodotti d’amplificazione è stata condotta alla fine di ogni reazione di PCR allo 
scopo di escludere la presenza di prodotti aspecifici di PCR. I dati sono stati 
analizzati con il 7500 Fast System SDS Software. La quantificazione relativa del 
gene è stata normalizzata per il gene housekeeping GAPDH e i dati sono stati 
riportati come rapporto mRNA CaSR/mRNA GAPDH e mRNA FLNA/mRNA 
GAPDH. 
Con la medesima procedura sono stati misurati i livelli di mRNA del CaSR, 







Sono stati genotipizzati 23 tessuti di adenoma della paratiroide per lo SNP 
R990G del gene CaSR mediante tecnica di discriminazione allelica basata 
sull’utilizzo di sonde fluorescenti Taqman® sul sistema 7500 Fast Real Time 
(Applied Biosystems). La reazione è stata effettuata utilizzando 20 ng di 
DNA genomico, 0.2 µl di kit dell’Applied Biosystem 40X, 4 µl di Master Mix 
2X e 0.16 µl di ROX 50X (Takara-Lonza Walkersville, MD) in un volume 
finale di 8 µl alle seguenti condizioni: denaturazione iniziale a 95° C per 20’’ 
e 40 cicli di amplificazione a due step, 95°C per 3’’ e 60° C per 30’’. Per 
ogni SNP è stato utilizzato uno specifico Taqman® SNP genotyping assay 
(Applied Biosystems). I genotipi sono stati assegnati in automatico dal 
Applied Biosystems Software Package SDS 2.1.  
3.7 Immunoistochimica (IH) Filamina A 
Campioni di tumore paratiroideo [biopsie delle paratiroidi normali (n = 4), adenomi 
sporadici benigni delle paratiroidi (n = 10), carcinoma delle paratiroidi (n = 7)] sono 
stati fissati in formalina al 10% seguita da trattamento convenzionale e inclusi in 
paraffina. Tali adenomi e carcinomi paratiroidei sono stati asportati chirurgicamente 
da pazienti con diagnosi clinica e ormonale di iperparatioidismo primitivo; i 
campioni sono stati raccolti presso le U.O. di Endocrinologia dell'IRCCS Policlinico 
San Donato di San Donato M.se (MI), della Fondazione Cà Granda Policlinico 
Ospedale Maggiore di Milano e dell'IRCCS Casa Sollievo della Sofferenza di San 
Giovanni Rotondo (FG). Sezioni di 4 µm di spessore sono stati tagliati e colorati 
con ematossilina ed eosina per la valutazione istopatologica ed esaminati al 
microscopio ottico. Studi immunoistochimici sono stati effettuati su sezioni di 
tessuto di 4 µm di spessore, fissato in formalina e incluso in paraffina, utilizzando 
un Novolynk Polymer Detection System (Novocastra Laboratories Ld, Newcastle, 
Gran Bretagna) con un anticorpo per la Filamina A umana (Abnova Corporation, 
Taiwan). Le sezioni sono state deparaffinate in Bioclear (Bio Optica, Milano, Italia) 
per 20 minuti poi lavati due volte in etanolo. L’attività perossidasica endogena è 
stata bloccata con 3% di perossido di idrogeno in acqua distillata per 10 min. La 
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colorazione è stata eseguita con 3,3 'diaminobenzidina (DAB) come cromogeno. 
Per la colorazione della Filamina A l'anticorpo primario è stato applicato ad una 
diluizione di 1:200 in BSA 0,5% e sodio azide e incubato 30 minuti a temperatura 
ambiente. I vetrini in assenza dell'anticorpo primario sono stati inclusi come 
controlli negativi. 
3.8 Immunofluorescenza (IF) CaSR e FLNA 
Cellule Hek-293 trasfettate con plasmidi conteneti il gene WT-CaSR o R990G-
CaSR e cellule isolate da adenomi umani della paratiroide sono state fissate in 
paraformaldeide 4%, permeabilizzate in 0,1% Triton X-100, e bloccate in 1% BSA-
PBS per 2 ore. Le cellule sono state incubate con anticorpi primari, Filamina A 
(anti-FLNA mAb Abnova) e CaSR, lavate tre volte in PBS e quindi incubate con 
anticorpi secondari coniugati con FITC, DyLight549 e Cy3 (Jackson Immuno 
Research; 1:100). Hoechst 33342 è stato utilizzato come colorante nucleare (blu). 
Come controllo di specificità, il PBS è stato usato al posto di anticorpi primari per 
escludere il legame aspecifico dell’anticorpo secondario. Le immagini sono state 
ottenute usando la microscopia a fluorescenza e una fotocamera digitale. 
3.9 Analisi statistica 
I risultati sono stati riportati come valori medi±deviazione standard. Le differenze 
nei valori medi sono state testate con lo Student’s t-test. Un valore di p <0.05 è 




















      4. RISULTATI 
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4.1 Effetto del silenziamento della Filamina A sull’espressione 
del Calcium-sensing receptor 
Per testare l'effetto del silenziamento della FLNA sulla via di segnalazione attivata 
dal CaSR, le cellule Hek-293 sono state co-trasfettate con il siRNA della FLNA e il 
plasmide contenente il gene CaSR WT o polimorfico. Dopo 72h, è stata valutata 
l’espressione del CaSR e della FLNA mediante Real-time PCR e Western blot. 
Cellule co-trasfettate con il siRNA controllo negativo e il plasmide contente il gene 
CaSR sono state utilizzate come controllo (siRNA Ctr-). La percentuale media di 
silenziamento della FLNA, ottenuta da tre diversi esperimenti, era del 70-80% 
(figura 17 A e B). 
 
Figura 17: Silenziamento FLNA. La Real-time PCR (A) è stata eseguita su estratti di RNA 
da cellule HEK-293 silenziate per la FLNA e trasfettate con i plasmidi WT-CaSR o R990G-
CaSR. Il western blot (B) è stato eseguito su estratti proteici totali. Come controllo negativo 
è stato utilizzato un siRNA scramble co-trasfettato con il gene CaSR. I livelli di mRNA della 
Filamina A sono stati normalizzati sui livelli di mRNA di GAPDH. Ogni esperimento è stato 
ripetuto tre volte. (A)*P=0.0004; **P= 0.01. (B) *P=0.00001; **P= 0.0006.  
  55 
Il silenziamento della FLNA influenza l’espressione del CaSR: i livelli di mRNA del 
CaSR risultavano ridotti sia nelle cellule WT-CaSR che nelle cellule R990G-CaSR 
(figura 18). Lo stesso risultato è stato ottenuto valutando l’espressione proteica del 
recettore mediante western blot, sia su estratti proteici totali (figura 19 A) che 
proteine di membrana (figura 19 B), infatti l’espressione del CaSR WT e R990G 
risultavano diminuiti in maniera significativa in assenza di FLNA. Inoltre è stata 
riscontrata una maggiore espressione del CaSR R990G rispetto al CaSR WT in 
presenza di FLNA, questo dato potrebbe spiegare il guandagno di funzione del 
recettore polimorfico. L’espressione del del recettore in cellule co-trasfettate con il 
siRNA controllo negativo e il plasmide contente il gene CaSR (siRNA Ctr-) è 
risultata paragonabile all’’espressione proteica ottenuta da cellule trasfettate con il 
solo plasmide del gene CaSR (dati non mostrati).  
 
Figura 18: Misurazione dei livelli di mRNA del CaSR. La Real-time PCR è stata eseguita su 
estratti di RNA totale. Come controllo negativo è stato utilizzato un siRNA scramble co-
trasfettato con il gene CaSR. I livelli di mRNA del CaSR sono stati normalizzati sui livelli di 
mRNA di GAPDH. CaSR-WT (siRNA FLNA 0.55±0.23 vs siRNA Ctr- 1.56± 0.80); CaSR-
R990G (siRNA FLNA 0.51±0.37 vs siRNA Ctr- 1.82±1.43). Ogni esperimento è stato ripetuto 




Figura 19: Espressione proteica del CaSR. L’analisi di Western blot è stata eseguita su 
estratti proteici totali (A) e su proteine di membrana (B). Un siRNA scramble co-trasfettato 
con il CaSR è stato utilizzato come controllo negativo (siRNA Ctr-). Ogni esperimento è 
stato ripetuto tre volte.  
Questi dati sono stati confermati mediante analisi di immunofluorescenza in cellule  
HEK-293 silenziate per la FLNA e trasfettate con il recettore WT o polimorfico. Le 
immagini hanno mostrato, come atteso, una diminuzione dell’espressione della 
Filamina A dopo silenziamento e una concomitante diminuzione dell’espressione 
del CaSR WT rispetto alle cellule esprimenti la Filamina A (figura 20). Inoltre, il 
confronto tra l’espressione dei due tipi recettoriali (WT e polimorfico) in cellule 
silenziate per la FLNA ha mostrato una maggiore riduzione della proteina CaSR 
WT rispetto a quella CaSR R990G, in accordo con i risultati di western blot con 
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estratti proteici totali (figura 21).  
 
 
Figura 20: immagini di immunofluorescenza di FLNA e CaSR in cellule Hek-293. I pannelli 
mostrano le cellule HEK-293 non trasfettate (pannelli prima colonna), cellule HEK-293 
trasfettate con il plasmide WT-CaSR (pannelli seconda della colonna) e cellule HEK-293 
trasfettate con il plasmide WT CaSR e silenziate per FLNA (pannelli terza colonna). 





Figura 21: Confronto tra cellule WT-CaSR e R990G-CaSR. I pannelli mostrano cellule HEK-
293 trasfettate con CaSR WT e polimorfico e silenziate per la FLNA. L’immunocolorazione 








4.2 Effetto del silenziamento della FLNA sull’attività del Calcium-
sensing receptor 
Per testare le eventuali modifiche del pathway del CaSR nelle cellule silenziate per 
la FLNA, abbiamo valutato l’attività di ERK 1/2.  A questo scopo sono stati misurati 
i livelli di fosforilazione di ERK (p-ERK) attraverso Western Blot in cellule WT-
CaSR e R990G-CaSR, dopo stimolazione con CaCl2 (1, 3 e 5 mM) e con 
calciomimetico R568 (0, 0.01 e 0.1 µM). Per le concentrazione 1 e 3 mM di CaCl2, i 
livelli di p-ERK erano significativamente diminuiti sia nelle celule WT-CaSR che 
R990G-CaSR in assenza di FLNA (figura 22 A eB). Stimolando le cellule con 5mM 
di CaCl2 veniva mantenuta la differenza tra cellule silenziate e non, anche se la 
differenza non era statisticamente significativa (figura 22 C). Inoltre, le cellule 
R990G-CaSR hanno mostrato una maggiore risposta in presenza di FLNA rispetto 
alle cellule WT-CaSR, mantenendo sempre il guadagno di funzione del recettore 
polimorfico. Un risultato diverso è stato ottenuto stimolando le cellule con il 
calciomimetico R-568: a concentrazioni di 1, 3 e 5 mM CaCl2 in presenza di R568 
0,01 µM e 0.1 µM l’espressione di entrambi i tipi recettorilali non risultava diminuito 
in maniera significativa in assenza di FLNA (figura 23 A e B). Tuttavia, il CaSR 
polimorfico conservava il suo guadagno di funzione in presenza di FLNA rispetto al 
CaSR wild type con una differenza statisticamente significativa quando stimolato 
con CaCl2 3 mM e R-568 0,01 µM (figura 23 A). Le differenze scomparivano a 
















Figura 22: Livelli di fosforilazione di ERK 1/2. L’analisi di western blot è stata eseguita su 
estratti di proteine totali dopo stimolazione delle cellule con 1 mM CaCl2 (A), 3 mM CaCl2  
(B) e 5 mM CaCl2 (C). Un siRNA scramble cotrasfettato con il CaSR è stato utilizzato come 
controllo negativo. Ogni esperimento è stato ripetuto tre volte. 
  61 
 
Figura 23: Livelli di fosforilazione di ERK 1/2 in presenza di R-568 in cellule silenziate per la 
FLNA. L’analisi di western blot è stata eseguita su estratti di proteine totali, dopo 
stimolazione delle cellule con CaCl2 1, 3 o 5 mM per 10 minuti, in presenza di R-568 a 
concentrazioni di 0,01 µM (A) o 0,1 µM (B). Ogni esperimento è stato ripetuto tre volte.  
 
4.3 Espressione della Filamina A nei tessuti tumorali paratiroidei 
Nei tumori della paratiroide, in cui è stato riscontrato una riduzione dell’attività del 
CaSR (184) è stata indagata la relazione tra CaSR e FLNA e le eventuali variazioni 
d’espressione delle due proteine nei tessuti tumorali. La valutazione 
dell’espressione della Filamina A è stata eseguita mediante immunoistochimica su 
ghiandole paratiroidee normali (n=4), adenomi (n=10) e carcinomi (n=7) delle 
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paratiroidi, per valutare l'espressione di questa proteina in diversi gradi di malignità 
tumorale (Figura 24). I tessuti paratiroidei sani hanno mostrato circa 10-50% di 
cellule positive alla colorazione per la FLNA e in tutti i campioni testati, nessuno 
era totalmente negativo. I 2/3 (n=7) dei tessuti adenomatosi analizzati erano 
negativi o mostravano una percentuale di cellule positive per la FLNA minore del 
10%, mentre meno di 1/3 (n=3) dei campioni adenomatosi mostravano più del 50% 
di cellule positive. Quindi nel complesso la positività delle cellule negli adenomi è 
risultata ridotta rispetto al tessuto sano. I carcinomi delle paratiroidi hanno mostrato 
un’ulteriore diminuzione dell’espressione della FLNA: meno di 1/3 (n=2) dei 
campioni erano decisamente negativi e 5 campioni hanno mostrato meno del 10% 
di cellule positive. Questi dati suggeriscono che l'espressione di FLNA diminuisce 
con l'aumento della malignità tumorale. 
 
 
Figura 24: Immunoistochimica per la FLNA in tessuti paratiroidei umani. Immagine 
esemplificativa di sezioni di un tessuto normale, di un adenoma e un carcinoma paratiroideo 
colorate con un anticorpo specifico anti-FLNA. I pannelli A e B mostrano tessuto 
paratiroideo normale: le cellule sono disposte in rosette con citoplasma positivo (frecce 
nere). I pannelli C e D mostrano un adenoma, i panelli E ed F mostrano un carcinoma: le 
cellule sono disposte in cordoni, netta riduzione del numero di cellule con citoplasma 
positivo (frecce nere) e presenza di cellule con citoplasma negativo (punte di freccia). 
Pannelli superiori (A, C ed E): ingrandimento 10x. Pannelli inferiori (B, D ed F): 
ingrandimento 60x.  
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4.4 Espressione della Filamina A e del CaSR in cellule tumorali 
della paratiroide 
Esperimenti di immunofluorescenza sono stati condotti in cellule in coltura, ottenute 
da ghiandole paratiroidee adenomatose, allo scopo di valutare l'espressione delle 
proteine FLNA e CaSR. Le cellule adenomatose apparivano in coltura come 
piccole cellule arrotondate, ma erano presenti anche cellule fibroblasti-like (grandi 
e allungate). L’espressione della FLNA è risultata nettamente inferiore in cellule di 
adenoma della paratiroidee rispetto a cellule Hek-293, scelte come cellule che 
esprimono normali livelli di FLNA (Figura 25). Le cellule adenomatose hanno 
mostrato una diversa espressione di FLNA e CaSR, come mostrato nelle immagini 
di immunofluorescenza in figura 26. L'espressione della FLNA era molto scarsa, 
mentre il CaSR sembrava espresso principalmente nel citoplasma e non nella 
membrana (Figura 26 A). Solo poche cellule hanno mostrato una co-localizzazione 
tra FLNA e CaSR, ma comunque con una distribuzione periferica (Figura 26 B). 
Questi dati indicano una ridotta espressione della FLNA nelle cellule paratiroidee 
adenomatose. 
 
Figura 25: Immunofluorescenza della FLNA. Confronto di espressione tra cellule Hek-293 e 
cellule adenomatose. I pannelli in A mostrano cellule Hek-293 in contrasto di fase e dopo 
marcatura per la FLNA; i pannelli in B mostrano cellule di adenoma della paratiroide in 
contrasto di fase ed dopo marcatura per FLNA. L’immunocolorazione della FLNA è mostrata 
in verde, mentre i nuclei sono colorati in blu.  
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Figura 26:  Immunofluorescenza di FLNA e CaSR in cellule tumorali paratiroidee umane. I 
pannelli mostrano un gruppo di cellule paratiroidee che dimostrano immunocolorazione per 
la  FLNA in verde, immunocolorazione per il CaSR in rosso, e l'immagine risultante dalla 
fusione di FLNA e CaSR in giallo (A). I pannelli inferiori mostrano l'ingrandimento dei 













4.5 Correlazione dei livelli di mRNA di FLNA e CaSR in presenza 
dello SNP R990G del CaSR nei tumori delle paratiroidi 
I livelli di mRNA della FLNA e del CaSR sono stati misurati mediante Real-Time 
PCR in 30 adenomi delle paratiroidi. Gli stessi campioni sono stati genotipizzati per 
il polimorfismo R990G del CaSR, al fine di correlare l'espressione delle due 
proteine con il genotipo (Figura 27). I risultati hanno mostrato un significativo 
aumento sia dell’espressione della FLNA che del CaSR in presenza del genotipo 
eterozigote (AG) rispetto al genotipo omozigote per l'allele più frequente (AA).  
 
Figura 27: Correlazione dell’ espressione di FLNA e CaSR con il  polimorfismo R990G. I 
livelli di mRNA sono stati misurati mediante Real-Time PCR in 30 adenomi delle paratiroidi 
(n=28 AA; n=2 AG). I risultati sono stati normalizzati sui livelli di mRNA di GAPDH. (A) 















Il calcium sensing receptor (CaSR) è il sensore delle variazioni della 
concentrazione di calcio extracellulare ([Ca2+]o), è espresso nei tessuti coinvolti nel 
mantenimento dell’omeostasi del calcio ed è implicato nella regolazione del 
metabolismo del calcio. Tale recettore avverte i cambiamenti extracellulari della 
concentrazione di calcio ed attiva differenti pathway intracellulari per normalizzare i 
livelli di calcio nel sangue (22,42). In particolare l’attivazione del CaSR, attraverso 
specifiche G proteins (Gq), induce la mobilizzazione del calcio dagli stores del 
reticolo endoplasmico attraverso l’aumento dell’IP3 e attiva la PKC, quest’ultima 
sembra essere coinvolta nel pattern di oscillazioni intracellulari di calcio (78,5). 
Tuttavia, l’attivazione del recettore è in grado anche di attivare la cascata delle 
MAPK attraverso la fosforilazione delle chinasi p44/42 regolate da segnali 
extracellulari (ERK). Per l’attivazione della via delle MAPK indotta dal CaSR è 
necessaria l’interazione del recettore con la proteina scaffold Filamina A (FLNA), la 
quale interagisce con la porzione carbossi-terminale del CaSR a livello dei residui 
907-997 (43,44). Tale interazione stabilizza il CaSR e attenua la sua degradazione, 
facilitando il signaling delle MAPK (185). Proprio nella regione di legame con la 
FLNA cade lo SNP non conservativo Arg990Gly (R990G) del gene CaSR. E’ stato 
dimostrato che tale polimorfismo, localizzato nell’esone 7 del gene, è associato ad 
ipercalciuria idiopatica e causa un guadagno di funzione del recettore rendendolo 
più sensibile alle variazioni della [Ca2+]o (182). Inoltre è stato dimostrato che il 
recettore polimorfico mostra un aumento della sensibilità ai calciomimetici (R-568) 
ed un pattern di oscillazioni intracellulari di calcio differenti rispetto al recettore wild-
type (WT), in particolare in presenza di inibitori di PKC (183). Questi dati lasciano 
presupporre una differente propagazione del segnale nel CaSR R990G rispetto al 
CaSR WT.  
Lo scopo di questo progetto di dottorato è stato quello di investigare l’interazione 
tra CaSR e FLNA e l’effetto di quest’interazione sul signaling delle MAPK, 
identificando un’eventuale differenza d’interazione con la FLNA e quindi di 
attivazione del pathway in presenza del polimorfismo R990G del gene CaSR. A 
tale scopo è stata silenziata la Filamina A in cellule HEK-293 trasfettate con il 
recettore wild type (CaSR-WT) o polimorfico (CaSR-R990G). E’ stato valutato 
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l’effetto del silenziamento della FLNA sull’espressione proteica del CaSR, 
riscontrando sia una diminuzione dell’espressione proteica totale che di membrana 
del CaSR-WT e CaSR-R990 in assenza di FLNA; ciò conferma l’importanza della 
FLNA non solo nel proteggere il recettore dalla degradazione, ma anche di 
stabilizzarlo in membrana. Tuttavia in presenza di questa proteina l’espressione del 
recettore polimorfico risultava aumentata rispetto al WT, risultato che potrebbe 
spiegare il guadagno di funzione del CaSR R990G come conseguenza di una 
maggiore stabilità in membrana. Questi dati ottenuti con analisi di western blot 
sono stati confermati con esperimenti di immunofluorescenza su cellule HEK-293 
esprimenti CaSR WT o CaSR-R990G e silenziate per la Filamina A. Infatti le 
immagini ottenute mostrano una riduzione dei livelli proteici del recettore wild type 
e polimorfico, anche se in minura minore per quest’ultimo. Risultati simili sono stati 
ottenuti misurando i livelli di mRNA del CaSR WT e polimorfico: in assenza di 
FLNA l’espressione di entrambi i tipi recettoriali risultava diminuita, ciò lascia 
presupporre che la FLNA oltre ad avere un ruolo nel recycling del recettore 
portebbe avere un ruolo anche nella regolazione post-trascrizionale. Tale ipotesi è 
supportata da un lavoro presente in letteratura che afferma che in presenza di 
Filamina A il CaSR dimostra una marcata resistenza all’effetto inibitorio di un 
CaSR-antisenso (185).  
Oltre a misurare i livelli di espressione del CaSR è stata valutata anche l’attività del 
recettore in assenza di FLNA, misurando i livelli di fosforilazione di Erk 1/2 indotti 
dal CaSR e ottenendo risultati concordanti: l’attività di p-Erk dopo stimolazione con 
1, e con 3 mM di CaCl2 risultava diminuita solo in cellule trasfettate con CaSR sia 
WT che polimorfico in assenza di FLNA; tale diminuzione risultava non 
statisticamente significatava a concentrazioni maggiori di CaCl2 (5 mM), ciò può 
essere dovuto al fatto che a concentrazioni elevate di CaCl2 l’interazione tra CaSR 
e FLNA è più forte. Quest’ipotesi è supportata dal lavoro di Zang et al., in cui 
dimostrano che l'attivazione del CaSR stimolato con 5mM CaCl2 facilita le 
interazioni ad alta affinità con Filamina A, mentre stimolando il recettore con 0.5 
mM di CaCl2  l’interazione risulterebbe più debole (185). I dati ottenuti confermano 
l’importante ruolo della Filamina A nell’attivazione di ERK 1/2 indotta dal CaSR e la 
sua capacità di proteggere il recettore dalla degradazione, particolarmente in 
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presenza del polimorfismo R990G. Possiamo quindi ipotizzare che l’aumentata 
attività del recettore polimorfico possa essere dovuta al legame più forte con la 
Filamina A, che potrebbe proteggerlo maggiormente dalla degradazione rispetto al 
CaSR WT. La sostituzione di un aminoacido basico come l’arginina con uno neutro 
come la glicina nella struttura primaria della proteina, determina una ridistribuzione 
delle cariche elettriche nel dominio C-terminale del CaSR, in una zona vicina a 
quella implicata nel legame con le G-proteine (3° loop intracellulare) e con la 
Filamina-A (aa 907-997) (43). Inoltre, la glicina, avendo una catena laterale meno 
ingombrante, permette una maggiore libertà di movimento e un angolo di rotazione 
dell’α-elica più stretto nella struttura secondaria della proteina (186). È probabile 
quindi che questa sostituzione aminoacidica provochi un cambiamento 
conformazionale del dominio C-terminale della proteina, rafforzando il legame con 
la Filamina-A, la quale potrebbe stabilizzare la proteina in membrana 
proteggendola dalla normale degradazione. 
Ciò ci porta a confermare l’ipotesi, da cui eravamo partiti, che il recettore 
polimorfico potrebbe esplicare la sua funzione attraverso un meccanismo PKC-
indipendente (183).  
E’ noto in letteratura che il recettore polimorfico mostra un aumento della sensibilità 
ai calciomimetici (183), per cui è stato valutato se l’assenza di FLNA potesse influire 
sulla risposta dei due tipi recettoriali all’R-568. Il calciomimetico R-568 è un 
modulatore allosterico positivo del CaSR ad azione stereoselettiva, infatti solo la 
forma R è attiva. La sua azione consiste nell’aumentare l’affinità del recettore verso 
il calcio extracellulare (riduce la EC50 per il calcio) e non è in grado di attivare il 
CaSR in assenza di calcio (162). La stimolazione con calciomimetico R-568 0.01 µM 
e 3mM CaCl2 confermava la differenza di attivazione tra recettore WT e polimorfico 
in presenza di FLNA: il CaSR-R990G conservava il suo guadagno di funzione, 
confermando un dato già precedentemente pubblicato (183). Maggiori 
concentrazioni di calciomimetico probabilmente saturano il recettore, annullando la 
risposta. Tuttavia la differenza di attivazione di ERK 1/2 in cellule silenziate e non 
silenziate per FLNA non era apprezzabile, l’eccessiva stimolazione del recettore 
non rende visibile le differenze di attivazione nelle varie condizioni sperimentali. 
Inoltre è stato dimostrato che il calciomimetico R-568 sia in grado di aumentare 
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l’espressione dell’ mRNA del CaSR. Questo potrebbe spiegare la mancata 
diminuzione dell’attività di p-ERK anche silenziando la FLNA (187). Saranno 
comunque necessari ulteriori studi per valutare l’effetto dell’R-568 nelle varie 
condizioni sperimentali. 
Sulla base dei risultati ottenuti in un sistema cellulare semplice (HEK-293), siamo 
quindi andati ad investigare l’interazione della FLNA e del CaSR in cellule e tessuti 
tumorali paratiroidei. Dati presenti in letteratura mostrano che l’attività di ERK 1/2 
mediata dal CaSR si riduce in adenomi della paratiroide rispetto a cellule isolate da 
tessuto normale della paratiroide (184). Pertanto il CaSR risulta essere down 
regolato nei tumori della paratiroide. E’ stato inoltre dimostrato che la Filamina A è 
coinvolta nell'inibizione da parte del CaSR della secrezione di PTH dalle cellule 
paratiroidee umane (44). Inoltre molto interessanti sono i dati mostrati da Rothe et 
al. (170) in uno studio clinico su pazienti con 2°HPT, che sono risultati più sensibili al 
trattamento farmacologico con calciomimetici se portatori della variante allelica 
990Gly. Sembra quindi che la presenza del polimorfismo Arg990Gly al C-terminale 
del CaSR, oltre che determinare un aumento della sensibilità verso il calcio 
extracellulare, sia in grado di aumentare la sensibilità del recettore anche ad agenti 
farmacologici come i calciomimetici. Esiste quindi la possibilità di attuare un 
trattamento farmacologico specifico in base al genotipo dei pazienti.  
Sulla base di queste conoscenze siamo andati ad investigare il rapporto tra CaSR 
e FLNA in tessuti di adenoma e carcinoma della paratiroide. I dati di 
immunoistochimica e immunofluorescenza mostrano che la Filamina A è down 
regolata nei tumori della paratiroide. In particolare, l’espressione della FLNA 
diminuisce all’aumentare del grado di malignità tumorale. Inoltre i dati di 
correlazione dei livelli di mRNA della FLNA e del CaSR con il genotipo del 
polimorfismo R990G hanno mostrato un significativo aumento sia dell’espressione 
della FLNA che del CaSR in presenza del genotipo eterozigote (AG) rispetto al 
genotipo omozigote per l'allele più frequente (AA), confermando ancora una volta 
l'importanza del rapporto tra le due proteine nei tumori delle paratiroidi. Questi dati 
sono in linea con dati già presenti in letteratura in cui si osserva che i pazienti 
affetti da iperparatiroidismo primario portatori dell’allele di rischio dello SNP R990G 
mostrano livelli sierici di PTH più bassi rispetto ai pazienti portatori del genotipo più 
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frequente (178). I risultati della correlazione tra i livelli di mRNA della FLNA e del 
CaSR con il genotipo in adenomi paratiroidei ci permettono di ipotizzare la 
presenza di microRNA che potrebbero inibire l’espressione del CaSR o della 
Filamina A. In particolare, dati presenti in letteratura dimostrano che i livelli di 
espressione  di 2 microRNA (miRNA), miR-503 e miR-296, risultano alterati nei 
tumori delle paratiroidi rispetto alle paratiroidi normali (188). Algoritmi computerizzati 
(TargetScan e Miranda) identificano la Filamina A come potenziale gene target dei 
miR-296-5p e miR-503, che sono stati trovati down-regolati e over-espressi, 
rispettivamente nei tumori paratiroidei rispetto al tessuto normale paratiroideo. 
Potremmo, quindi, ipotizzare un ruolo del CaSR nella regolazione dell’espressione 
dei 2 miRNA, che possano dimostrare la correlazione positiva dei livelli di mRNA 
della FLNA e del CaSR. Quest’ipotesi è supportata da risultati recentemente 
pubblicati dove hanno già dimostrato che il CaSR è in grado di inibire 2 miRNA, 






























     5. CONCLUSIONE 
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Questo studio ci ha permesso di dimostrare che la Filamina A è necessaria per 
l’attivazione del pathway di ERK1/2 attivato sia dal CaSR WT che polimorfico. Per 
cui possiamo affermare che il guadagno di funzione del CaSR R990G potrebbe 
essere dovuto all’interazione più stabile con la FLNA indotta dal polimorfismo non 
conservativo nella regione di legame. Inoltre possiamo concludere che l’interazione 
tra CaSR e FLNA è fondamentale anche nei tumori paratiroidei, in cui abbiamo 
dimostrato una correlazione positiva dell’espressione delle due proteine, entrambe 
down-regolate nei tumori. La correlazione dell’espressione dell’mRNA di FLNA e 
CaSR con il polimorfismo R990G ha mostrato un aumento dei livelli di espressione 
di entrambe le proteine in presenze della variante polimorfica, lasciandoci 
ipotizzare un ruolo protettivo nei tumori delle paratiroidi, con un meccanismo 
ancora sconosciuto. 
Sviluppi futuri 
Saranno necessari studi di co-immunoprecipitazione per confermare l’aumento 
della forza di legame tra la FLNA e il CaSR R990G. Inoltre sarà necessario 
studiare il ruolo dei miR-503 e miR-296 sulla modulazione dell’espressione genica 
della FLNA e l’eventuale coinvolgimento del CaSR nell’asse miRNA-FLNA, al fine 
di verificare l’ipotesi che un aumento dell’espressione della Filamina A in cellule 
tumorali paratiroidee possa aumentare l’espressione del CaSR, inibire la sua 
degradazione e la concentrazione di calcio extracellulare, tutti processi 
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